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Uber die Wirkung 
der Porphyrine auf den Stoffwechsel des Warmbliiters. 


Von 
Karl Hinsberg und Richard Merten. 
(Aus der Chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat 
in Berlin.) 
(Eingegangen am 12, August 1938.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Uber die Porphyrine und die Porphyrinkrankheiten sind in den 
letzten Jahren zwei ausfiihrliche Monographien (1) erschienen, die 
einerseits zeigen, da unsere Kenntnisse tiber die Physiologie und 
Pathologie der Porphyrine noch sehr liickenhaft sind, andererseits 
aber einen umfassenden Uberblick iiber den augenblicklichen Stand 
der Porphyrinforschung geben. Der weitaus gréBte Teil der bis jetzt 
veroffentlichten Arbeiten befaBt sich mit der Beschreibung klinischer 
Symptome und dem Nachweis und der Bestimmung der verschiedenen 
Porphyrine im Organismus. Nichts ist dagegen bekannt iiber die 
physiologische Synthese der Porphyrine; iiber die Wirkungen, die 
eine Porphyrie auf den Stoffwechsel auszuiiben imstande ist, liegen nur 
sparliche Angaben vor. Ob den physiolegisch immer vorkommenden 
Porphyrinen eine katalytische Rolle im Stoffwechsel der Zelle zuge- 
schrieben werden kann, wurde noch nicht untersucht. Wir sind bis heute 
nur tiber ein’ge Stoffwechselanomalien bei der Porphyrie unterrichtet, 
und zwar besonders den Kalk- und Phosphorstoffwechsel und die ver- 
mehrte P-Ausscheidung bei Acidosis und Fieber betreffend, auf deren 
ausfiihrliche Darstellung verzichtet wird, weil die Verhaltnisse ein- 
gehend in der Moncg-aphie von Vannotti dargestellt sind. Auch ein 
Zusammenharg mit Leberschidigungen, eine Verainderung der Darm- 
flora bei Porphyrie ist bekannt, und auf die Méglichkeit einer Schadigung 
der Darmfermente wird von Vannotti hingewiesen. Eine Wirkung auf 
den Grundumsatz wurde nicht gefunden, die Wirkung auf die Atmung 
der Erythrocyten war nur gering. Von v. Euler (2) wird angenommen, 
da8 die Eisenporphyrinverbindungen einen Aktivator des Kohlen- 
hydratstoffwechsels darstellen. Weiter erscheint es wichtig darauf 
hinzuweisen, da von vielen Autoren eine direkte Einwirkung des 
Porphyrins auf das Diencephalon angenommen wird und damit indirekt 
eine Wirkung auf die innersekretorische Tatigkeit. Andererseits liegen 
eine groBe Reihe von Modellversuchen vor, die zeigen, daB die Porphy- 
rine auf biologische Substrate (Leinélsaiure) einen starken katalytischen 
EinfluB ausiiben kénnen. Wenn diese Versuche auch nicht direkt mit 
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physiologischen Vorgangen in Verbindung gebracht werden sollen, so 
scheint es doch wahrscheinlich, daB auch im Organismus ahnlich: 
katalytische Effekte auftreten kénnen. Aus diesem Grunde schienen 
uns Versuche iiber die Wirkung der Porphyrine auf den intermediaren 
Stoffwechsel aussichtsreich, besonders da wir bei der gelegentlichen 
Untersuchung von Porphyrinharnen auf vollkommen abnorme Ver. 
haltnisse gestoBen waren. Diese Versuche lieBen sich aber nicht weiter 
fortsetzen, weil es aus 4uBeren Griinden nicht gelang, die vollstandigen 
Tagesharnportionen bei konstanter Diaét zu bekommen. 

Bekanntlich kann man ein Bild iiber die Stoffwechsellage des 
Organismus beziiglich seiner oxydativen Fahigkeit gewinnen, wenn 
man im Harn die Kohlenstoff-Stickstoffausscheidung bestimmt und 
weiter den zur vollstiéndigen Oxydation der Ausscheidungsprodukte 
nétigen Vakatsauerstoff miBt. Es lassen sich aus den so gewonnenen 
Daten zwei Quotienten berechnen, der Kohlenstoffquotient C/N 
und der Oxydationsquotient Vakat-O/N. Beide haben unter normalen 
Bedingungen einen konstanten Wert und ihre GréBe zeigt an, ob der 
K6érper mit den ihm zur Verfiigung gestellten Nahrungsmitteln haus- 
halterisch umgeht, d. h. den oxydativen Abbau bis zu den physiologisch 
gesetzten Grenzen ausfiihrt. Ein Steigen der Quotienten zeigt also eine 
mangelhafte Oxydation an, die auBer bei Sauerstoffmangel auch bei 
Avitaminosen, Vergiftung der Oxydationseinrichtungen oder bei Uber- 
belastung des Kérpers mit Nahrungsstoffen eintreten kann. 

Besonders die oben erwahnten Befunde an Porphyrinharnen haben 
uns veranlaBt, die Verhaltnisse im Tierversuch bei Porphyrinbelastung 
zu studieren. Kaninchen wurden in Stoffwechselkafigen gleichmaBig mit 
einer abgemessenen Menge Hafer und Griinfutter ad libitum ernahrt und 
der Harn je einer viertagigen Periode gesammelt und analysiert. Zur 
Konservierung wurde ihm 5°%ige Schwefelsiure zugesetzt. Nachdem 
eine gleichmaB®ige Harnausscheidung eingetreten war, wurde den Tieren 
taglich 4 mg (= 2 ccm) Hamatoporphyrin intramuskular injiziert. Es 
traten keine Abszesse oder Entziindungen an der Injektionsstelle auf, 
die Tiere vertrugen die Injektionen ausgezeichnet, fraBen ungestort 
weiter und auch in der Nachperiode lieBen sich auBerlich keine Ver- 
anderungen erkennen. 

Schon in der ersten viertagigen Versuchsperiode kommt es zu einem 
deutlichen Anstieg der Ausscheidung von N und C und des Vakat-O, 
daneben auch noch zu einer Chlorausschiittung. Die Steigerungen 
nehmen mit einigen Schwankungen zu und erreichen gegen Ende des 
41 Tage dauernden Versuchs ganz enorme Werte, die auf eine wesent- 
liche Stérung des oxydativen Stoffwechsels schlieBen lassen. Ver- 
gleichen wir nun neben den absoluten Werten die maBgebenden Quo- 
tienten, so findet sich zuerst ein Absinken des Oxydationsquotienten, 
der auf eine gesteigerte Ausscheidung von sehr sauerstoffreichen kohlen- 
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stoffhaltigen Verbindungen schlieBen laBt. Man k6énnte diese Phase 
des Versuchs als positiv katalytisch bezeichnen. Es folgt dann aber 
ein Ansteigen des Oxydationsquotienten, der bis gegen Ende des Ver- 
suchs bis auf 11,8 steigt, d.h. um iiber 100°,. Gleichzeitig sehen wir 
eine Vermehrung des ausgeschiedenen Kohlenstoffs bis auf 10 g, d. h. 
auf das Fiinffache. Die Steigerung des Kohlenstoffquotienten ist 
demgemaB nicht so betrachtlich, sie betrigt aber immerhin noch 100 °,. 
Es scheint uns bemerkenswert, dafi diese Steigerungen bei fast gleich- 
bleibender Ernahrung erzielt werden und somit ganz besondere Be- 
deutung gewinnen (s. Tabelle I). 


Tabelle 1. Anderung der Harnquotienten nach Hamatoporphyrin- 
behandlung bei drei Kaninchen. 





Mittlere Gesamtausscheidung im Harn fiir je 4 Tage 





Porphyrin Zeit pipes : Danae REET 
in mg Harn- | N _C  \Vakat-O Chior Gy ox 
menge In g In g in g ing 
23. bis 27. V. 205 1.66 2,09 9,15 2,4 1,255 5,42 
SF. ae 150 1,68 2,28 10,00 3,1 1,358 5,94 
16 30 V. bis 3. VI. 456 162 3,10: 4,35 6,6 1,928 2,69 
32 a> bie: | T-N5. 520 2,60 | 5,42 9,89 5,54 2,09 3,80 
48 y ea: Fe 4 2 540 2,95 6,17 15,60 6,90 2,09 5,2 
68 i. 3 aes ee 500 2,2 3,76 12,30 5.10 1,65 5,48 
84 6. 3°20 VE 300 | 3,36 | 4,62 | 10,39 5,14 1,37 3,09 
100 96. ie Wi. 217 3,46 7,46 11,50 4,57 2,15 3,32 
116 yi eae. Hef © 318 182 3,61 9,30 4,12 2,00 3,97 
132 28. VI. bis 2. VII. | 536 2,83 6,26 16,62 6,05 2,18 4,13 
148 2. bis 6. VII. 285 2,64 6,68 18,43 2,55 2,53 6,96 
164 G » 20 FE 610 3,27 | 10,15 | 38,70 2,70 2,75 11,80 
180 10. 3 TR VE: 575 3,39 14,76 29,46 3,45 4,35 8,70 
1A. 4: 2Bo VER 705 2,02 5,07 6,54 4,22 2,50 3,23 
BB. Sas Va 850 5,72 5,76 | 12,20 5,01 | 1,09 2,34 
S396. VEE: 848 | 4,76 2,33 10,55 4,10 0,49 2,22 


Die gleichzeitig eingetretenen Veranderungen im Blute gibt die 
Abb. 1 wieder. Die schon von anderen Autoren beobachtete Zunahme 
des Hamoglobins wird Himato, 
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fast konstant auf 22 mg®, verblieben war. Wie diese Senkung zustande 
kommt, konnten wir noch nicht untersuchen. Der nach dieser deutlichen 
Senkung einsetzende Anstieg ist wohl auf eine Vergiftung des Organis 
mus durch das Porphyrin zu beziehen und zeigt zeitlich Ubereinstimmung 
mit den Schwankungen des Oxydationsquotienten. Es ergibt sich von 
selbst, da} die ganzen Veranderungen, die beobachtet werden, nicht auf 
die Menge zugefiigten Porphyrins zuriickzufiihren sind, da diese absolut 
viel zu klein ist, um bei den Anderungen zahlenmabig ins Gewicht zu 
fallen. 

Betrachten wir die absoluten Zahlen noch einmal genauer, so 
kénnen wir sagen, dafs man aus der gesteigerten Stickstoffausscheidung 
auf eine Vermehrung des EiweiBumsatzes und anderer stickstoffhaltiger 
Substanzen um 50 bis 100% schlieBen kann. In den ersten Versuchs- 
tagen geht die Ausscheidung von Kohlenstoff dieser Steigerung etwa 
parallel, nimmt aber gegen Ende des Versuchs viel gréBere Ausmabe 
an, so daB es uns berechtigt erscheint, anzunehmen, daB auBer einer 
Steigerung des Umsatzes stickstoffhaltiger Nahrungsstoffe in bevor- 
zugtem Mabe eine Storung des Abbaues der stickstofffreien Teile wahr- 
scheinlich erscheint. Da die gleichzeitig beobachtete und prompt ein- 
setzende Chlorausschiittung mit dem Umsatz der organischen Stoffe 
nichts zu tun hat, wird man in der Annahme bestarkt, auf die schon 
eingangs hingewiesen worden ist, daB es sich um die Beeinflussung 
endokriner Driisen handelt. Diese Frage ist selbstverstindlich aus 
den vorliegenden Versuchen nicht zu entscheiden, die ja in ihrer ge- 
samten Anlage nur den Zweck hatten, prinzipiell zu zeigen, dafs Por- 
phyrine imstande sind, eine wesentliche Anderung der Stoffwechsel- 
lage hervorzurufen. Wir sind weit entfernt, diese Versuche direkt 
auf die menschliche Pathologie (auf die Porphyrie) tibertragen zu 
wollen. Einmal weil wir ein unphysiologisches Produkt, namlich 
das Hamatoporphyrin injiziert haben und zweitens weil die appli- 
zierte Porphyrinmenge relativ sehr hoch ist und daher mit toxischen 
Wirkungen zu rechnen ist, die selbst bei schweren Porphyriefallen nicht 
ohne weiteres gegeben sind. Andererseits mu man bedenken, dali 
bei Porphyrie die Einwirkung des vorhandenen Porphyrins viel langere 
Zeit andauert und Porphyrine vorkommen, bei denen eine viel starkere 
Wirkung zu erwarten ist. Wir werden diese Versuche sowohl mit ver- 
schiedenen Porphyrinen fortsetzen als auch durch Anderung der Ver- 
suchsbedingungen den Angriffspunkt festzustellen versuchen. 


Literatur. 


1) Carrié, Die Porphyrine, ihr Nachweis und ihre Physiologie. Leipzig, 
Georg Thieme, 1936; Vannotti, Porphyrine und Porphyrinkrankheiten. 
Berlin, Julius Springer. 1937.— 2) Seienta 50, 209, 1931 (zit. nach Vannotti, 
S. 80). —- 3) Hinsberg u. Ammon, Zeitschr. f. physiol. Chem. 246, 139, 1937. 
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Studien itiber Funktionen von Ascorbinsiure und Glutathion 
beim lebenden Tier unter besonderer Beriicksichtigung des 
Esterasehaushaltes. 

Von 
Siegfried Raabe?. 

(Aus der Chemischen Abteilung des Physiologischen Instituts und der 
Chirurgischen Klinik der Philipps-Universitét in Marburg a. d. L.) 
(Eingegangen am 6. September 1938.) 


Mit 13 Abbildungen im Text. 


A. Theoretischer Teil. 

1. Abschnitt. Ascorbinsdure- und Esterasegehalt in Leber, Niere, Darm und 
Blut. Serienversuche, den Vitamin- und Fermenthaushalt durch Ascorbin- 
sdureinjektionen zu beeinflussen. 

Nachdem uns Versuche iiber die Einwirkung von Silbersalzen auf 
lebende Tiere davon iiberzeugt hatten (1), daB die Wirkung dieses 
Schwermetalls sich nicht nur wie man bisher meinte auf die 
Faillung von EiweiBk6rpern beschrankt, sondern zu einer Vernichtung 
der Ascorbinsiure und damit zu einer C-Hypo- bzw. -Avitaminose 
fiihrt, haben wir auch dem Esterasehaushalt beim silbervergifteten 
Tier unsere Aufmerksamkeit zugewandt. Hierbei zeigte sich, da im 
allgemeinen einem Ascorbinsiuremangel auch ein Sturz der Esterase- 
werte entspricht. 

Um eine sichere Ausgangsbasis fiir unsere weiteren Fragestellungen 
zu bekommen, untersuchten wir zunichst noch einmal wie auch 
schon in unserer fritheren Arbeit die Verhaltnisse beim gesunden 
Tier. Das hei®8t, es wurde zunachst einmal in einer ersten Versuchs- 
reihe (Kontrolltiere) untersucht, ob ein absoluter Zusammenhang 
zwischen Ascorbinséure- und Esterasegehalt besteht. In einer zweiten 
Reihe wurde dann die Frage gepriift, ob durch Ascorbinsdureinjektionen 
allein wirklich eine Steigerung der Esteraseaktivitat zu erzielen ist. 

In den Tabellen I bis II und Abb. 1 und 2 sind die Ergebnisse 
der Untersuchungen, deren Technik im Versuchsteil eingehend ge- 
schildert wird, wiedergegeben. Bei Betrachtung der ersten Versuchs- 
reihe lassen sich zuniachst folgende sichere Feststellungen treffen: 

1. Sowohl Ascorbinsaéure- als Esterasewerte der einzelnen Organe 
streuen bei den verschiedenen Tieren zum Teil betrachtlich um den 
Durchschnittswert. Lediglich der Ascorbinsiurespiegel des Blutes 


1 Gedruckt als Preisarbeit der Medizinischen Fakultaét der Philipps- 
Universitat, 1937/38. 
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ist ziemlich konstant. (Zu den Blutesterasewerten sei an dieser Stelle 
ganz allgemein bemerkt, da sie nicht denselben Anspruch auf Ge 
nauigkeit erheben kénnen wie die tibrigen Werte. Die Fehlergrenzen 
bei der Titration sind immerhin 0,02 bis 0,03. Manchmal sind die Blut- 
werte aber kaum héher. Hinzu kommt die Schwierigkeit, daB dic 
Eigenfarbe des Blutes den Farbumschlag iiberdeckt.) 

2. Es zeigt sich meistens Parallelitat im Ascorbinsauregehalt 
der einzelnen Organe; d.h. wenn ein Tier relativ ascorbinsdurereich 
ist, dann sind alle Organe relativ ascorbinsaéurereich und umgekehrt. 
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Versuchstiernummer 
Abb. 1. Graphische Darstellung der Ascorbinséiure- und Esterasewerte der Kontrolitiere. 


Am besten erkennt man diese Verhaltnisse bei der Betrachtung der 
Abbildungen: Die Ascorbinséiurekurven verlaufen meistens parallel. 
Allerdings sind auch einige Ausnahmen vorhanden. Trotzdem ist dann 
die Gegenbewegung nicht so ausgesprochen wie die haufigere Parallelitat. 

3. Bei den Esterasewerten ist dieses Parallellaufen ebenfalls vor- 
handen, wenn auch nicht so ausgesprochen. 

4. Am wenigsten deutlich ist diese Beziehung zwischen Ascorbin- 
sdurewerten einerseits und Esterasewerten andererseits innerhalb eines 
Organes. Graphisch ausgedriickt: Ascorbinsiurekurve und Esterase- 
kurve eines Organes laufen fast ebensoviel entgegen wie parallel. Das 
bedeutet, da8 durchaus nicht hoher Ascorbinséuregehalt mit hohem 
Esterasegehalt gekoppelt sein muB und umgekehrt (gilt fiir alle Organe). 
Der Organismus ist nicht gezwungen, etwa bei reichem Angebot der 
Ascorbinséure auch viel Esterase zu synthetisieren (oder zu aktivieren): 
d.h. der Organismus ist bei normalen, physiologischen Verhaltnissen 
in seiner Relation freie Ascorbinsdure /Esterase nicht gebunden. Vielmehr 
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ist das Verhaltnis freie Ascorbinsiure Esterase individuell frei gewahlt. 
Dies einmal gewahlte Verhaltnis scheint auch — solange keine ein- 
schneidenden auBeren Einfliisse eintreten ziemlich konstant_bei- 
behalten zu werden. 

Diese Feststellungen lassen sich bei der zweiten Versuchsreihe 
(Ascorbinsaure-Tiere) wiederholen. Bei Gesamtbetrachtung kommt als 
weiteres wichtiges Ergebnis hinzu: 

5. Durch Ascorbinsdure- 
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Abb. 2. Graphische Darstellung der Aseorbinsidure- 
kommen. und Esterasewerte der Ascorbinsduretiere. 


2. Abschnitt. Beeinflussung des Leber ) 


Ascorbinsdure- und Esterasege- aed a Ascorbinsiurewerte. 

halts in Leber, Niere, Darm und —— Blut 

Blut nach intravendsen Gluta- able rie 

thiongaben. Serienversuche. ny er ee 

Im 1. Abschnitt dieser = = =~" “rg 
fi . —-— Blut 

Arbeit war durch intravenése 

Ascorbinsiuregaben eine Stei- 

gerung der Esteraseaktivitit in Leber, Niere, Darm und Blut er- 

reicht worden. Um naher in das Wesen dieser Aktivierung ein- 

zudringen, wurden einige Tiere mit Glutathion in der reduzierten Form 


GSH entsprechend behandelt und untersucht. Es sollte dadurch die 


Esterasewerte. 
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Frage beantwortet werden, ob die Fermentaktivierung durch Ascorbin- 
sdure nur eine Reduktionswirkung ist. In diesem Falle wire es denk- 
bar, da durch Glutathion dieselbe Wirkung erzielt werden kénnte. 

Glutathion und Ascorbinsaure finden sich namlich in den Organen 
stets vergesellschaftet vor, worauf zum ersten Male von Bersin, Jusatz 
und Késter (2) hingewiesen worden ist. Glutathion spielt eine groBe 
Rolle bei allen Red-Ox-Vorgingen im Organismus (3). Der Wirkungs- 
mechanismus |aBt sich kurz wie folgt darstellen: 

GSH + GSH = GS— S8G+2H. 

Als Ergebnis der Arbeiten des 2. Abschnittes wurde gefunden: 

1. In allen Organen ist durch Glutathioninjektionen eine Steigerung 
des Glutathiongehalts zu erreichen. Am deutlichsten zeigt sich dies in 
Leber und Niere, also dem Speicher- und Ausscheidungsorgan des 
Kérpers. Was nicht von der Leber abgefangen werden kann, wird von 
der Niere ausgeschieden. 

2. Durchweg sind auch die Ascorbinstiurewerte bei den GSH-Tieren 
gesteigert. . 

3. Bei 10 Tieren (Nr. 29 bis 33 und 39 bis 43) ist eine betrdchtlich 
Steigerung der Esteraseaktivitat erreicht worden. Sie ist wesentlich gr6éBer 
als die durch Ascorbinsaure erfolgte Aktivierung. Um so auffdlliger 
ist das Absinken in Leber und Niere bei den fiinf Tieren Nr. 34 bis 38. 
Es ist unméglich anzunehmen, daf§ ein und derselbe Stoff wahrend 
einer Stunde ein Ferment stark aktiviert, dann aber plétzlich umschlagt 
und dasselbe Ferment hemmt. Dagegen sprechen auch die Ergebnisse 
mit den Tieren Nr. 39 bis 43: Untersuchen der Tiere ebenfalls 
2 Stunden nach der letzten massiven Injektion und trotzdem ins- 
gesamt vollkommen umgekehrtes Ergebnis, namlich sehr hohe Esterase- 
werte, sogar noch héher als der Durchschnitt der Tiere Nr. 29 bis 33. 

Der gewaltige Unterschied kann also nur durch Vorbehandlung bzw. 
Nichtvorbehandlung bedingt sein. 

Auf jeden Fall steht fest (durch die beiden Serien 29 bis 33 und 
34 bis 38 bewiesen), da} die Glutathionwirkung auf das Ferment ganz 
anderer Art ist als die Aktivierung durch Ascorbinsdure. 

Offensichtlich kommt es zunachst zu einer Steigerung der Esterase- 
aktivitat, spater jedoch nicht nur zum Abklingen der Wirkung, sondern 
sogar zu Verminderung. Uber welche Zeit sich diese Wirkung erstreckt 
und welcher Natur sie ist, laBt sich an dieser Stelle noch nicht mit 
Sicherheit sagen. Es ist denkbar, daB die Zusammenhange folgende sind : 

Ein Teil der gesamten Esterasevorrate ist fiir die Dissimilation 
vorhanden; er vermag Ester zu spalten. Dieser Anteil ist es auch nur, 
der bei der Aktivitaétsbestimmung erfaBt wird. Das Co-Enzym ist bei 
ihm sicher an niedriger molekulare EiweiBe gebunden — dadurch 
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beweglicher und léslicher als bei dem anderen Anteil, der assimila- 
torische Funktionen hat. Dieser vermag Ester zu synthetisieren. Auf 
Grund seines gréBeren Eiweifbtragers ist er schwerer léslich und weniger 
beweglich. 

Das Glutathion greift nicht an dem Co-Enzym, sondern an dem A po- 
enzym der Esterase an. Bekanntlich aktiviert Glutathion die eiweif- 
spaltenden Enzyme (4), u.a. das intracellulire Kathepsin. Ob iiber 
dieses oder auf direktem Wege sei dahingestellt, jedenfalls erfolgt ein 
Abbau der hochmolekularen EiweiSkérper zu niedriger molekularen. 

Verfolgt man diesen Mechanismus zunachst bei den einmalig mit 
Glutathion injizierten Tieren (Nr. 39 bis 43), so ergibt sich folgendes: 
Durch die Glutathionwirkung werden die hochmolekularen syntheti- 
sierenden Fermentreserven angegriffen, zu niedrig molekularen abgebaut 
und so eine Steigerung der Spaltungsaktivitat erreicht. Das Glutathion 
greift zwar auch an den bereits spaltenden Fermentanteilen an und 
wiirde diese schlieBSlich in EiweiBbruchstiicke oder -bausteine spalten 
und somit die Aktivitét heruntersetzen. Aber bei einmaligen Injektionen 
iiberwiegt die erste Erscheinung. Sicher erfolgt nach einiger Zeit Ab- 
klingen der Wirkung und einsetzende Kompensierung des Organismus. 

Bei dauernder Glutathionzufuhr (Versuchstiere Nr.29 bis 38) 
wiederholt sich der Vorgang immer wieder. SchlieBlich sind alle hoch- 
molekularen Fermentreserven verbraucht und es macht sich immer 
deutlicher der Abbau der bereits spaltenden Form bemerkbar, d. h. 
Sinken der Aktivitat. 

Bei den Tieren Nr. 29 bis 33 steht nach einer Stunde noch die 
Aktivitatssteigerung im Vordergrund, aber bei den Tieren Nr. 34 bis 38 
sind nach der sechstagigen Vorbehandlung die Fermentvorrate bereits 
so erschépft, daB schon nach 2 Stunden der entgegengesetzte Vorgang 
einsetzt und nach 3 Stunden bereits die Uberhand gewinnt. 

Bei den Tieren Nr. 39 bis 43 ist auch noch nach 2 Stunden Aktivitats- 
erhéhung festzustellen, eben wegen der noch reichlich vorhandenen hoch- 
molekularen Esterasereserven. 

Das Ergebnis an sich ist so interessant, daB eine genauere Uber- 
priifung beschlossen wurde. Dies konnte nur durch Einzeiversuche 
geschehen, d.h. durch Verfolgen der Glutathionwirkung am Einzeltier. 
Dariiber wird im 3. Abschnitt dieser Arbeit berichtet. 


3. Abschnitt. Spezielle Untersuchung der Glutathionwirkung auf die Leber- 
esterase. Einzelversuche. 

In diesem Abschnitt soll die Wirkungsweise des Glutathions auf 

die Esterase iiberpriift und der Wirkungsmechanismus geklart werden. 

Da die Wirkung am ausgesprochensten bei der Leber eintritt (siehe 
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Tabellen des 2. Abschnittes), erstrecken sich die Untersuchungen nv si 

auf dieses Organ. V 

Das Prinzip der Untersuchung war, nach einer massiven GSH A 

Injektion in kurzen Zeitabstanden Leberproben zu entnehmen und aut b 

Anderung der Esteraseaktivitat zu untersuchen. Dies konnte natiirlich gi 

nur in Narkose geschehen. Als am praktischsten erwies sich eine kom P 

binierte Nosuprin-Lokalanasthesie Athernakose, d.h. zunachst wurde a 

durch eine Ampulle Nosuprin-Lokalanisthesie erzeugt, ein Stiick ail 
Leber entnommen und der 
%, bestehende —Esterasegehalt 
¢ bestimmt. Dann wurde das 
2 Glutathion intravenés  ge- 
0 geben, gleichzeitig mit der 
| al | Athernarkose begonnen und 
S im Verlauf von 1 bis 2 bis 
; 3 Stunden durch  erneute 
=e Leberentnahme die Anderung 
-8 | ¥ der Esteraseaktivitat fest- 
: 10 | | | | re gestellt. (Uber die Opera- 
| af | | tionstechnik, sonstige Metho- 
dik usw. siehe Versuchsteil ') 
% 30 8 % 120 150 Min. 780 Um keine  verkehrten 


Abb, 3. Anderung des Esterasegehalts der Leber durch Schliisse iiber die Gluta- 
ee a Versuchstier thionwirkung zuzulassen. 

muBte die Gesamtheit der 
mit der Arbeitsmethodik verbundenen und daher unumginglichen 
Nebenwirkungen auf die Leberesterase festgestellt werden. Hierhin 
gehéren: Nosuprinwirkung, Atherwirkung (im folgenden zusammen als 
.. Narkoseeffekt‘‘ bezeichnet) und Operationseffekt. Erst nach Fest- 
stellung dieser Faktoren konnte mit der Glutathionuntersuchung be 
gonnen werden. Ohne Korrektur erhalt man dann die Gesamtwirkung 
von Glutathion-, Narkose- und Operationseffekt. Der reine Glutathion- 
effekt ergibt sich aus der Differenz beider. 

a) (ber den Narkoseeffekt. Bei sechs Versuchstieren ist gefunden 
worden, daB die kombinierte Nosuprin-Lokalanasthesie /Athernarkose 
zunichst einen Verlust von im Durchschnitt 10% der Esteraseaktivitat 
der Leber bewirkt, daB dann jedoch nach Erreichen des Minimums ein 
starker und schneller Anstieg eintritt. Es wurde nicht nur die alte Héhe 


wieder erreicht, sondern meistens zeigen die Kurven sogar weiter steil 
nach oben (siche Abb. 3 und 4). Der Wirkungsmechanismus der Narkose 


und der Grad der Veranderung ist bei allen Tieren grundsatzlich derselbe. 
Die Anderung ist nicht allzu groB (nicht iiber 15°, innerhalb 180 Mi- 
nuten). Nur der zeitliche Verlauf kann betrachtlich variieren. Er ist 
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sicher durch die individuelle Konstitution bedingt. So zeigt z. B. 
Versuchstier Nr. 44 (s. Tabelle XV und Abb. 3) einen sehr gedrangten 
Ablauf der Esteraseaktivitatsbeeinflussung. Nach 30 Minuten ist 
bereits das Minimum erreicht, nach 90 Minuten schon das entgegen- 


gesetzte Maximum und anschlieBend tritt vielleicht nach einigen 
Pendelungen allmahliche Abflachung der Kurve ein. Bei allen 


anderen Tieren ist jedoch auch der zeitliche Verlauf der Kurven sehr 
aibnlich. Das Minimum wird immer nach 90 bis 120 Minuten erreicht. 
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Abb. 4. Durchschnittlicher Narkoseeffekt der Versuchstiere Nr. 44 bis 49. 


Der kleine positive Ausschlag zu Beginn der Kurve von Tier Nr. 48 
(s. Abb. 4) andert am ganzen weiteren Verlauf nichts. Er stellt vielleicht 
ein etwas stairkeres Ansprechen auf das Nosuprin dar. 

Interessehalber wurde versucht, bei zwei Tieren (Nr. 50 und 51) einmal 
den Nosuprineffekt allein festzustellen. In beiden Fallen war eine immerhin 
betrachtliche Steigerung festzustellen (+ 10 und + 8°). Wenn man allein 
mit Athernarkose arbeiten wiirde, kame es sicher gleich zu Anfang zu einem 
noch steileren und starkeren Abfall der Esteraseaktivitat. Durch das 
Nosuprin wird teilweise Kompensation bewirkt. 

Es interessiert in diesem Zusammenhang auch nicht so sehr, aus welchen 
Einzelkomponenten (Nosuprin, Ather, Operation an sich usw.) sich die 
Kurve zusammensetzt und wie stark diese Einzelkomponenten ins Gewicht 
fallen, sondern der Gesamteffekt soll festgestellt werden, damit alle spateren 
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Untersuchungen tiber die Glutathionwirkung die entsprechende Korrektur 
erfahren kénnen. 

Von der Kurvenschar wird die Resultierende als Durchschnitts- 
effekt genommen und die spaiteren Messungen werden um ihren Betrag 
reduziert. Da®B dabei die Narkosewirkung des jeweils untersuchten 
Tieres nicht ganz genau Beriicksichtigung finden kann, ist klar. Die 
Reduktion um den ermittelten Durchschnittswert wird trotzdem fiir 
alle weiteren Tiere eine einigermaBen richtige Korrektur darstellen, 
zumal wie sich zeigen wird der Glutathioneffekt in seinen Aus- 
maBen bedeutend gréBer ist als der Narkoseeffekt. 

Noch eine theoretische Bemerkung iiber die Atherwirkung: 

Wodurch ist die Esteraseaktivititsinderung tiberhaupt bedingt / 
Stellt die Atherzufuhr fiir den Organismus ein Uberraschungsmoment 
dar, das zunachst Sinken der Esteraseaktivitat bedingt, worauf dann 
der Organismus — aus sich heraus — mit Regulation und Uberkompen- 
sierung antwortet? Oder wird dem Organismus zwangslaufig der 
Verlauf der Kurve (auch der aufsteigende Ast!) aufgedriickt ? Wahr- 
scheinlich ist das letztere der Falk: denn es diirfte dem K6érper ziemlich 
schwer fallen, bereits mit so starker und steiler Cberkompensierung 
einzusetzen, obwohl der Ather der Grund fiir das Sinken noch 
gleichmaBig stark zugefiihrt wird. Sicher ist auch hier das Vorhanden- 
sein von spaltungsaktiven Fermentteilen und hochmolekularen Ferment- 
reserven mafgebend fiir die beobachfete Erscheinung : 

Zuniachst tritt stirkere Schidigung der aktiven Bestandteile ein: 
Das bedeutet Inaktivierung. Dann addiert sich dazu die Schadigung 
der hochmolekularen Teile: Das bedeutet Abbau und dadurch Ent- 
stehen neuer, spaltungsaktiver Molekiile. Alle Einzelheiten sind aus 
den Tabellen XV bis XVIII und Abb. 3 bis 4 zu ersehen. 

b) Uber den Glutathioneffekt. Die Untersuthung der Anderung der 
Leberesteraseaktivitat durch Glutathion ohne Vorbehandlung wurde bei 
fiinf Tieren durchgefiihrt (Nr. 51 bis 56). Um zur Untersuchung der 
einen massiven Injektion méglichst gleiche Versuchsbedingungen zu 
schaffen, wurde pro kg Kérpergewicht immer die gleiche Menge Gluta- 
thion gegeben, und zwar pro kg 200 mg GSH. 

Das Ergebnis ist unzweideutig: Zundchst starkes Ansteigen der 
Esteraseaktivitat, nach 90 bis 120 Minuten Erreichen des Maximums 
(bis 95 °%, iiber dem Ausgangswert!'), dann wieder Abfallen. Aus techni- 
schen Griinden waren mehr Leberentnahmen als sieben kaum méglich. 
Manchmal war das schon nicht zu erreichen (Verwachsungen, schwere 
Zuginglichkeit usw.). 

Interessant ist noch, dap die Glutathionwirkung der Narkosewirkung 
entgegenlduft. AuBerdem ist sie viel gréRer. (Fiir alle Einzelheiten siehe 
Tabellen XIX bis X XIII und Abb. 5 bis 9). Mit diesen Einzelversuchen 
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sind die Ergebnisse des 2. Abschnittes, 3. Versuchsreihe (Tiere Nr. 39 
bis 43) bestatigt. 
Es galt nun noch, die Wirkung einer massiven Glutathioninjektion 


nach vorh 


ergehender mehrtjgiger Vorbehandlung festzustellen. Zu dem 
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Abb. 5. Anderung der Leber-Esteraseaktivitét durch 500 mg Glutathion intravends. 





Tier Nr. 52. 
Gesamteffekt. - Narkoseeffekt. —- Glutathioneffekt. 
(Gilt fiir Abb. 5 bis 13.) 
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Abb. 6. 


Anderung der Leber-Esteraseaktivitat durch 634 mg Glutathion intravends. 
Tier Nr. 53. 


Zweck muBte erst einmal untersucht werden, ob sich — solange keine 
starke Anderung der auferen Einfliisse eintritt der Esterasegehalt 


der Leber iiber einige Tage konstant halt. Dies geschah bei den Tieren 


Nr. 57 un 


d 58. Die Tiere wurden wahrend 8 Tagen vollkommen gleich- 


artig ernahrt. Am 1., 4. und 8. Tag wurde ein Kleines Stiick Leber 
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entnommen und der Esterasegehalt bestimmt. Wie die Tabellen X XI\ 
und XXV zeigen, ist wihrend der achttagigen Beobachtung die Anzah!| 
EE. in 2,5 g Leber praktisch konstant. Diese Feststellung zu treffen, 
war wichtig, denn nun kénnen Veranderungen im Fermenthaushalt 
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Abb. 7. Anderung der Leber-Esteraseaktivitat durch 696 mg Glutathion intravends. 
Tier Nr, 54, 


waihrend der Glutathionbehandlung mit Be- 
rechtigung wirklich allein auf das Glutathion 
zuriickgefiihrt werden. 





Bei Tier Nr. 59 und 60 war auch vor der 
Glutathionvorbehandlung der Esterasegehalt 
der Leber bestimmt worden, um nebenbei die 
Verschiebung der Basis, auf der dann die letzte, 
See Ae massive Injektion verfolgt wurde, festzustellen. 














0 50 60 Min. 90 Bei Tier Nr. 59 war diese Basis gegeniiber ‘dem 


Abb.8. Anderung der Leber- urspriinglichen Wert (Ausgangswert I) um 19°, 
Esteraseaktivitat durch . . — 92 0/ i 
630 mg Glutathion intra- gesunken, bei Tier Nr. 60 um 23°% gestiegen 


venis. Tier Nr. 55; ging (siehe Tabellen XXVI und XXVII und Abb. 10 


wiihrend der Narkose ein. : s 
bis 13). 


Vielleicht ist diese Feststellung nicht unwichtig fiir die Erklarung 
der Tatsache, daB sich die Ausschlige bei beiden Tieren doch recht 
unterscheiden. Zwar ist auch bei Tier Nr. 59 die Steigerung der Esterase- 
aktivitét nicht ganz so groB wie bei den Tieren Nr. 52 bis 56, und 
die Kurve fallt nach 3 Stunden tiefer ab, aber gerade die Betonung 
des zweiten Teiles der Reaktionskurve, nimlich der starke Sturz der 
Esteraseaktivitaét — wie er auch nach den Ergebnissen der 2. Versuchs- 
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Abb. 9. Anderung der Leber-Esteraseaktivitaét durch 760 mg Glutathion intravends. 
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Die Anderung II ist dargestellt. 
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Versuchstier Nr. 59. 
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Abb. 11. 


2. Abschnittes (Tier Nr. 34 bis 38) erwartet wurde 
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Versuchstier Nr. 60. 
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Die Anderung II ist dargestellt. 


- kommt 


doch einigermaBen ausgepragt eigentlich nur bei Tier Nr. 60 zum 
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Ausdruck. Interessant ist, daB man bei beiden Tieren einen sehr ahi 
lichen Kurvenverlauf erhalt, wenn die Anderungen auf den urspriing 
lichen Esterasegehalt (Ausgangswert 1) bezogen werden. Méglich ist 
folgende Erklarung: 

Durch die Glutathioninjektionen ist ohne Zweifel das Gleichgewicht 
synthetisierende Esterase spaltende Esterase sehr labil geworden. Bei 
jeder neuen Injektion ist fiir die Wirkung nicht so sehr mafgebend der 
gerade bestehende, zufallig angetroffene Zustand, sondern der urspriing 
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Abb. 12. Versuchstier Nr-59. Die Anderung I ist dargestellt. 
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Abb. 13. Versuchstier Nr. 60. Die Anderung I ist dargestell?. 


liche Gesamtbestand. Bei dieser Annahme miiBte man _ allerdings 
gleichzeitig annehmen, daB keine betrachtlichen Fermentmengen durch 
die Glutathionwirkung endgiiltig verlorengehen. Die Glutathion- 
wirkung ware also nur eine voriibergehende Mobilisierung der Ferment- 
vorrite (Verschiebung des Gleichgewichts innerhalb des gesamten 
Bestandes.) 

Das Ergebnis mit den Versuchstieren Nr. 59 und 60 ist zwar nicht 
ganz so klar undeindeutig, wie nach dem Durchschnitt der 2. Versuchsreihe 
des 2. Abschnittes erwartet werden konnte — es wurde vor allem nach 
2 Stunden noch keine so betrachtliche Senkung der Esteraseaktivitat 
festgestellt, wie der Durchschnittswert der Serienversuche angibt —, 
weitere Untersuchungen muBten jedoch wegen zu groBer Kostspieligkeit 
eingestellt werden. 
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Es sei tibrigens darauf hingewiesen, daB alle Tiere der genannten 
Serie kleiner und jiinger waren, auBerdem fiel auch dort ein Tier sehr 
aus der Reihe (Nr. 37). SchlieBlich muB man — wie bei allen biologischen 
Versuchen — mit einer betrachtlichen Streuung rechnen. 

An dieser Stelle sei kurz auf die Versuche von A. Terbriiggen (5) 
eingegangen, der fo!gendes fand: 

Bei Skorbut ist keine Fettanreicherung in der Nebennierenrinde 
nachzuweisen, im Gegenteil, Entfettung der zona fasciculata: dagegen 
leichte Fetttrépfchenanreicherung in der zona glomerulosa. Neben- 
schilddriisen zeigen Verfettung. — Lipoidspeicherung in den Kupfer- 
schen Sternzellen. 

Diese Tatsachen lassen sich sehr gut mit der Abhangigkeit von 
Vitamin C-Zufuhr und Esteraseaktivitét vereinbaren. Auch die Folgen 
der AgCl-Injektionen kénnen wegen der erreichten Vitamin C-Ver- 
armung als experimenteller Skorbut aufgefaBt werden (1). Es konnte 
nachgewiesen werden, daB beim Skorbut neben dem Ascorbinsdiuremangel 
auch ein Esterasemangel (und wahrscheinlich auch ein Lipasemangel) 
vorhanden ist, folglich kommt es zu Anreicherung von Fetten und Lipoiden. 
Da mit dem Ascorbinsiuremangel auch ein Glutathionmangel einher- 
geht [vgl. Bersin, Jusatz und Koster (2)], bleibt die Esterase hoch- 
molekular gebunden und entfaltet vorwiegend synthetisierende Eigen- 
schaften: Fettbildung! 

Weiterhin fand Terbriiggen, daB Ultraviolettbestrahlung den Skor- 
but nicht verhindern kann; er verlauft zwar symptomlos, und die 
FreBlust und Lebhaftigkeit der Versuchstiere ist sogar bedeutend ge- 
steigert, aber zum SchluB verfielen die bestrahlten Tiere viel plétzlicher 
und frither als die unbestrahlten. 


Zur Erklirung dieser Tatsachen sei zunachst die bekannte Er- 
scheinung erwahnt, daB durch die Ultraviolettbestrahlung eine starke 
Produktion von glutathionahnlichen Stoffen in der Haut einsetzt (6). 
Diese SH-Verbindungen werden in den Kérper geschwemmt und somit 
wiirde durch intensive Ultraviolett bestrahlung in bezug auf den Esterase- 
haushalt derselbe Effekt erzielt werden wie durch Glutathioninjektionen. 
Mit dieser Annahme wiirden nicht nur die von 7'erbriiggen beobachteten 
Erscheinungen iibereinstimmen, sondern es ist anzunehmen, da sie 
iiberhaupt die physiologisch-chemische Grundlage fiir das klinische 
Erscheinungsbild darstellt. 


Durch die fortlaufende Mobilisierung der zunachst noch vorhandenen 
Esterasevorrite wird nach aufen normaler Zustand vorgetéuscht 
(Symptomlosigkeit, ja sogar gesteigerte FreBlust und Lebhaftigkeit !). 
Sobald jedoch alle Fermentreserven verbraucht sind, tritt schlagartig der 
Verfall ein. 


Biochemische Zeitschrift Band 299. 11 
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Als Gesamtergebnis des 3. Abschnittes \aBt sich zusammenfassen : 

1. Die Ergebnisse der drei Versuchsserien des 2. Abschnittes 
konnten in Einzelversuchen bestatigt werden, namlich: 

a) bei vorbehandelten Tieren nach 1 Stunde starkes Ansteigen der 

Esteraseaktivitat, 
b) nach 2 bis 3 Stunden beginnende Umkehrung der Erscheinung, 
c) noch gréBerer Effekt bei nicht vorbehandelten Tieren (starkere 
Aktivierung !). 

2. Nach dem genauen Kennenlernen der Reaktionskurve (Aktivi- 
titssteigerung und -verminderung der Esterease) wird die Vermutung 
erhirtet, dali die Wirkung des Glutathions auf dem Angriff an der 
A poesterase beruht (und zwar Abbau des Eiweiftragers!). 

DaB Steigerung des Glutathiongehalts der Gewebe zu verstiarkter 
Proteolyse fiihrt, wurde von Orechowitsch (4) beobachtet. 

3. Auf Grund dieser Versuche und theoretischer Uberlegungen 
kénnte dem Glutathion eine bestimmte pharmakologische Wirkung 
zugesprochen werden: die Anregung dissimilatorischer Prozesse im 
Fettstoffwechsel. Wahrscheinlich gilt die Férderung dissimilatorischer 
Funktionen allgemein. 

Die Frage, ob die Ascorbinsiure das Co-Ferment der Esterase 
darstellt [v. Pantschenko-Jurewicz und Kraut (7)] oder nicht, konnte 
durch unsere Versuche nicht entschieden werden. Wir méchten sie 
aber eher im negativen Sinne beantworten. 

Es sieht so aus, als ob die Ascorbinsdure im wesentlichen nur eine 
oxydationsempfindliche Wirkgruppe der Esterase schiitzt: vielleicht 
durch Aufrechterhaltung eines negativen Redoxpotentials. Wenn sich 
die Vermutung von Steiger und Reichstein (8) bewahrheitet, daB das 
Hormon Corticosteron die Wirkgruppe der Esterase darstellt, ware 
diese Funktion der Ascorbinséure erklarlich. Denn das Nebennieren- 
rindenhormon besitzt eine gleiche Endiolgruppierung, wie sie fiir die 
Ascorbinsaéure charakteristisch ist: 


HO i» 
\A_—O===0 - H O=C% ©CH-CHOH-CH,OH 
brcid | | und 
ae tae OH OH 
yF / rg NS C Cc 
| 
OH OH 


Und es ist vielfach bekannt, daB solche Stoffe sich gegenseitig vor der 
oxydativen Zerstérung schiitzen (Adrenalin/Ascorbinsdure!). Der 
Befund von Felix und Mager (9) ware ebenfalls erklarlich, denn bei der 
groBen Ahnlichkeit der funktionellen Gruppen in den Molekiilen der 
Ascorbinsiure und des Corticosterons ist es sehr wahrscheinlich, dab 
auch dem Vitamin C eine gewisse Esterasewirkung zukommt. 
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B. Versuchsteil?. 


1. Abschnitt. Ascorbinsdure- und Esterasegehalt in Leber, Niere, Darm und 
Blut. Serienversuche, den Vitamin- und Fermenthaushalt durch Ascorbinsdure- 
injektionen zu beeinflussen. 

Die allgemeine und spezielle Methodik, insbesondere die Ascorbinsdure- 
und Esterasebestimmung war genau die gleiche wie bei unseren Silber- 
Skorbutversuchen. Wir verweisen deshalb auf unsere friihere Arbeit (1), 
ferner auf die Arbeiten von Wachholder, Anders und Uhlenbroock (10), 
Bersin, Lauber und Nafziger (11) und Mosters (12). 

Der Aufstellung unserer Tabellen, Prozentberechnungen und Abbildungen 
liegen als ,,Ascorbinsdurewerte’ die bei der Titration verbrauchten cem 
Kaliumjodat zugrunde. Als ,,Esterasewerte’’ sind die unveranderten cem 
NaOH angefiihrt, die jeweils von 10, 2 oder 1 cem Fermentextrakt ermittelt 
wurden. 

Als Vitamin C-Praparat verwandten wir das ,,Redoxon* von Hojffmann- 
La Roche. 

Wir lassen in der vorliegenden Arbeit die laufenden Tiernummern 
unverandert, d. h. so, wie sie in unseren Protokollen vermerkt sind. 


Im folgenden die Einzelergebnisse des 1. Abschnittes: 
Tabelle I. Ascorbinsé&urewerte der Versuchstiere Nr. 1 bis 7 und 
21 bis 25. 


Kontrolltiere. 








Nr. des Tieres: 1 2 3 4 5 6 7 Durchschnitt 
i ae 102 | 4,63 | 3,34; 1,52 | 2,74: 2,25 | 2.61 2,56 
ee 0,54 1,11 1,37 0,60 1,18 1,06 1,26 1,02 
eee 3,89 | 4,74 6,57 43 | 3,79 | 4,60 | 4,49 4,54 
Aree 040 O40 0,42 O40 0,40 90,38 0,40 

Ascorbinsauretiere. 

Nr. des Tieres: 21 22 23 24 25 Durchschnitt 
Leber ....... 2,80 3,78 3,42 2,96 3.04 3,20 
Ms us bas 7,20 9,90 8,75 7.94 8,18 8,39 
DAMM soc. ess 6,20 3,98 5,82 6,03 4,55 5,32 
i, ee 0,84 1,00 0,93 0,74 0.81 0,86 


Bemerkung. Von den Tieren Nr. 21 bis 25 wurde auch der Glutathion- 
gehalt der Organe bestimmt. Da die Werte hier jedoch nicht interessieren, 
sind sie erst in Tabelle VII (2. Abschnitt) angefiihrt. 


2. Abschnitt. Beeinflussung des Ascorbinsdure- und Esterasegehalts in Leber, 
Niere, Darm und Blut nach intravenésen Glutathiongaben. Serienversuche. 


Es wurden planmaBig folgende drei Serien untersucht: 
1. Fiinf vorbehandelte Tiere. Taglich 0,100 g GSH, zuletzt massive 
Injektion von 0,500 g, 1 Stunde danach getétet. 


1 Herrn Doz. Dr. Th. Bersin und Herrn Doz. Dr. H. J. Lauber danke ich 
fiir die Ratschlage und die groBziigige Bereitstellung experimenteller Hilfs- 
mittel wahrend der Durchfiihrung dieser Arbeit. 

11* 
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2. Fiinf vorbehandelte Tiere. Wie 1. Serie, aber 2. Stwnden nach der 
massiven Injektion getétet. 
3. Fiinf nicht vorbehandelte Tiere. (Einmalige Injektion von 0,500g 

GSH, 2 Stunden danach getétet. 

Die Methodik ist die gleiche, wie im 1. Abschnitt beschrieben. Um 
zu priifen, wie sich der Glutathiongehalt der Organe steigern 1laBt, 
wurden bei samtlichen GSH-Tieren auch Glutathionbestimmungen 
gemacht. (Besser: Gesamtreduktion minus Ascorbinsaure.) Als Ver- 
gleich dienen die fiinf Glutathionwerte, die bei den Ascorbinsaure- 
tieren (Nr. 21 bis 25) des vorigen Abschnittes gewonnen worden sind. 

Die Esterasewirkung ist in diesem Abschnitt nur wihrend 1 Stunde 
gepriift. Es werden weiterhin verstanden unter: 

Esterasewerte: Der durch 10, 2 oder 1cem Fermentextrakt bedingte 
Zuwachs an n/5 NaOH (in cem). 

Ascorbinsdurewerte: Anzahl ecm n/500 Kaliumjodat, die von 20 cem 
Zentrifugat verbraucht sind. ° 

Glutathionwerte: Anzahl cem n 500 Kaliumjodat, die von 20 ccm Zentri- 
fugat ohne Formaldehydzusatz verbraucht sind minus Ascorbinsiure- 
wert. 

Das zu den Versuchen benétigte Glutathion bezogen wir von der 
Firma Hoffmann-La Roche. 

Im folgenden das Versuchsmaterial und die Ergebnisse des 2. Ab- 
schnittes: 

Tabelle IV. Ubersicht iiber die im 2. Abschnitt gebrauchten 
Versuchstiere. 





. jewicht e- Tage njektione Gesamte 

Nr. = g schlecht behantelt in dieses Zelt sen eae Bemerkungen 

29 1600 fou 6 6 1,000 Letzte Injektion war 0,500 g, 
1 Stunde spiter getétet. 

30 1420 Q 6 6 1,000 Dasselbe 

31 1530 rou 6 6 1,000 

32 1700 g 6 6 1,000 

33 1650 rou 6 6 1,000 

34 1450 oO" 6 6 1,000 Letzte Injektion war 0,500 g, 
2 Stunden spiiter getéitet. 

35 1550 , 6 6 1,000 Dasselbe 

36 1350 Q 6 6 1,000 

37 1500 g 6 6 1,000 

38 1520 o 6 6 1,000 *2 

39 1600 rou - 1 0,500 2 Stunden nach der einmaligen 

Injektion getétet. 

40 1700 oC" . l 0,500 Dasselbe 

41 1450 01 — 1 0,500 

42 1580 rou 1 0,500 

43 1550 ro 1 0,500 






































L158 S. Raabe: 
Tabelle V. Ascorbinsaé&urewerte der Versuchstiere Nr. 29 bis 43. 
Nr. des Tieres: 29 30 31 32 33 Durchschnitt 
Pe eee 2,20 3,86 3,07 2,78 3,45 3,07 
eee os 0,88 1,01 0,96 1,24 1,30 1,08 
ee eee 4,02 5,38 5,06 4,28 4,51 4,65 
Ee 0,52 0,72 0,63 0,66 0,73 0,65 
Nr. des Tieres: 34 35 36 37 38 Durchschnitt 
Leber ....... 4,26 3,96 3,92 | 3,48 3,89 3,90 
Niere:......: 0,74 0,80 1,32 1,42 1,26 1,18 : 
Darm....... 4,23 4,30 5,56 | 6,38 4,09 4,91 7 
ee 0,61 0,58 080° 4 «0,77 0,64 0,68 ) 
Nr. des Tieres: 39 40 41 42 43 Durchschnitt - 
Leber ....... 3,78 4,20 2,86 3,42 3,87 3,63 , 
} AOS a ks 1,84 1,70 1,56 0,99 1,27 1,47 
Darm....... 6,04 ° 6,13 4,30 5,24 4,46 5,03 
PNG aide siniace 1,10 0,76 0,60 0,83 0,74 0,80 
. ; 
Tabelle VI. Glutathionwerte der Versuchstiere Nr. 29 bis 43. 5 
Nr. des Tieres: 29 30 31 32 33 Durchschnitt 
Pe Peeeere 14,08 17,03 15,49 16,38 16.09 15.81 | 
i ee 11,28 11,40 10,66 10,97 11,35 11,13 : 
ee eae 8,64 9,78 7,58 8,39 9,50 8,78 
MEG <5 Kaha 1,50 3,04 2,11 1,96 1,63 2,05 
Nr. des Tieres: 34 35 36 37 38 Durchschnitt 
ae re 16,04 15,64 15,80 14,78 16,31 15,71 
NSONO. scssewd 10,38 8,44 11,04 9,79 10,50 10,03 
oO, ere 9,15 7.66 8,14 8,66 9,74 8.67 c 
a eGR eae 1,46 1,22 3,00 2.08 1,97 1,95 
Nr. des Tieres: 39 40 41 | 42 43 Durchschnitt 
Leber... 4.3.4 14,32 12,12 12.96 13,47 13,09 13,19 : 
neste. 335 2:3 11,16 11,00 10.32 9,48 10,27 10.45 
Derm... 6.7 8,84 9,72 9,60 8,04 9,09 9,06 
ee 1,62 1,80 1,53 4,47 1,81 1,65 
Tabelle VII. Glutathionwerte der Versuchstiere Nr. 2] bis 25. 
‘ (Kénnen als Normalwerte angesehen und mit den obigen Werten verglichen 
werden.) 
: 
i Nr. des Tieres: 21 22 23 24 25 Durchsehnitt 
Leber ....... 9,54 11,52 10,34 9,80 8,93 | 10,03 
Oe eres 7,14 6,50 6,87 7,13 6,77 6,88 
ee ee 6,34 8,66 7,50 6,28 6,85 7,13 
Pre 1.38 Le 1,47 1,56 1,27 1,48 
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160 S. Raabe: 


Tabelle XI. Vergleich der bei den Versuchstieren Nr. 29 bis 43 
gewonnenen Durchschnittsglutathionwerte mit den Kontrol! 
Glutathionwerten. (Von Versuchstieren Nr. 21 bis 26.) 





Nr. des Tieres: 21 bis 25 29 bis 33 34 bis 38 39 bis 43 
o/> Vor %o Vor . 0/9 Vom ‘ 0/5 vorn 
‘were Kontroll- 290et Kontrol Qu” Kontroll- 40et" | Kontrol: 
Lene? 22555 10,03 100 15,81 158 15,71 157 13,19 132 
Niere ..... 6,88 100 11,13 162 10,03 146 10,45 152 
Darm ..... 7,13 100 8,78 123 8,67 121 9,06 129 
Be bce. 1,48 100 2,05 | 138 1,95 | 132 1,65 111 


Tabelle XII. Vergleich der bei den Versuchstieren Nr. 29 bis 43 
gewonnenen Durchschnittsascorbins&iurewerte mit den Kon 
troll-Ascorbinsaurewerten. (Von Versuchstieren Nr. 1 bis 7.) 








Nr. des Tieres: 1 bis 7 29 bis 33 34 bis 38 39 bis 43 
lg Vom 19 Vom 0l9 Vom OJ) Vom 

Jodat-  ,,'9 Jodat- 9 Jodat- ,/° Jodat- ,,/° 

wert K — wert K —— ll wert x — ‘ee wert K . _— F 
Leber ..... 2,566 | 100 | 3,07 | 120 | 3,90 152 | 3,63 | 142 
Niere ..... 1,02 100 1,08 106 1,18 116 1,47 144 
Derm 26... 4,54 100 4,65 102 4,91 108 5,03 111 
Bie 0,40 100 0,65 163 0,68 170 0,80 | 200 


Tabelle XIII. Vergleich der bei den Versuchstieren Nr. 29 bis 43 
gewonnenen Durchschnittsestérasewerte mit den Kontroll- 
esterasewerten. (Von Versuchstieren Nr. 1 bis 7.) 








Nr. des Tieres: 1 bis 7 29 bis 33 34 bis 38 39 bis 43 
Jodai- °/9 vom Sitiek . 0 YOM yodat- ° o YOM | yoqat- lg vom 
cal — pete aT pen —— aaa — 
Leber ..... 1,32 100 1,91 145 079 60* 2,05 155 
OS ae 0,91 100 1,01 111 0,84 93 1,53 168 
ee 0,80 100 1,2 160 0,99 124 1,23 154 
nb 65 2 dz 0,05 100 0,24 480 0,17 340 0.19 380 


* Der ausnahmsweise hohe Wert von Tier Nr. 37 ist bei der Durchschnittsberechnung nicht 
beriicksichtigt worden. 

Bemerkung zu Tabelle XIII. Bei Leber sind die 2-cem-Fermentwerte 
angefiihrt, bei Niere und Darm die 10-cem-Fermentwerte. 


3. Abschnitt. Spezielle Untersuchung der Glutathionwirkung auf die Leber- 
esterase. Einzelversuche. 


Uber Zweck und Prinzip der Untersuchung siehe theoretischer Teil ! 


Die Operationstechnik wurde streng nach den Forderungen der Aseptik 
durchgefiihrt. Die Leberentnahmen geschahen in schonendster Weise. Ein 
Lappen wurde mit einer Pinzette oder Klemme gegriffen, ein Stiick mit 
sterilem Leinenband abgebunden und das abgebundene Stiick mit einem 
Skalpell abgetrennt. Der Leberlappen war nur 10 bis 12 Sekunden mit der 
AuBenluft in Beriihrung und kaum mechanisch beansprucht (etwa gezerrt). 
Der Bauchschnitt wurde in allen Schichten sofort wieder verniht, also 
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vollkommener Verschlu8 der Leibeshéhle hergestellt und somit weitgehend 
fiir physiologische Verhaltnisse gesorgt. 

Natiirlich konnten bei diesen Versuchen nicht — wie in den vorigen 
Abschnitten 5 g Organ zur Herstellung des Fermentextraktes genommen 
werden. Man kann mit derselben Genauigkeit auch bei Verwendung von 
viel weniger Organ (0,2 bis 1,0 g) arbeiten. Es wurde meistens 0,5 bis 1,0 ¢ 
entnommen, genau gewogen und sofort zur Esterasebestimmung benutzt. 

Die Verarbeitung geschah im Prinzip genau so, wie im 1. Abschnitt 
beschrieben. Nur wurde in diesem Abschnitt aus praktischen Griinden 
ein anderer Extrakt verwandt. Der Organbrei wurde mit Aqua bidest. 
auf das 100fache Volumen aufgefillt (¢ Organ ecm Wasser); extrahiert, 
zentrifugiert und das Zentrifugat direkt zur Fermentbestimmung benutzt. 
Dieser Fermentextrakt wird im folgenden als ,,Normalextrakt** bezeichnet. 
Von ihm wurden 10, 5 und 2cem zur Aktivitatsbestimmung verwandt. 
Sonst war die Methodik genau die gleiche wie bisher. Nur in der Angabe 
der Esteraseaktivitat wurde eine kleine Anderung bzw. Erweiterung vor- 
genommen, namlich die Einfiihrung der Esteraseeinheit (= EE.) (n/5 cem 
NaOH - 2,27 = EE.). Zum Vergleich kommt bei den einzelnen Tieren die 
Anzahl EE., die in 2,5 g Leber vorhanden ist. 

Ascorbinsaéurebestimmungen konnten aus technischen Griinden (Zeit - 
mangel) nicht immer durchgefiihrt werden. Da bei den mit Glutathion 
injizierten Tieren ihre absolute Richtigkeit sowieso fraglich ist, wurde 
meistens darauf verzichtet. 

Im folgenden das Versuchsmaterial und die Ergebnisse des 3. Ab- 
schnittes. 


Tabelle XIV. Ubersicht iiber die im 3. Absechnitt gebrauchten 
Versuchstiere. 





Zeit, iiber die 
sich die 
Untersuchung 

| erstreckte 


Nr. des | Gewicht 


Tieres ing | Geschlecht Untersucht wurde 


44 2350 Gesamtnarkoseeffekt (Nosuprin 180 Min. 
+. Ather) 


45 2180 Dasselbe 1 


Q40Q40Q +40 


46 2000 i180 ., 
47 2430 Pa 120 ,, 
48 3650 a m0 4 
49 3200 is ia... 
50 2150 rou Nosuprineffekt 60, 
51 2300 2 ie 60 ,, 
52 2500 fou Glutathioneffekt 150 ,, 
53 3170 oO Dasselbe 0... 
54 3480 Q ia i‘) ae 
55 3150 Q - ae 
56 3800 ro Sect 216... 
57 1850 fou Konstanz der Esteraseaktivitat 7 Tage 
58 2000 °] ” " * 7 

59 2390 5°) Wirkung einer massiven GSH-Injek- 210 Min. 

tion nach 8tagiger Vorbehandlung 
60 2650 rou Dasselbe 20 


Bemerkung zu Tabelle XIV. Alle Tiere waren iiber 6 Monate alt; 
das genaue Alter konnte nicht in Erfahrung gebracht werden. 
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Um zu zeigen, wie ich im einzelnen zu den Werten kam, wird ein 
Beispiel ausgefiihrt : 

Versuchstier Nr. 44. Untersuchung des Gesamtnarkoseeffektes auf dic 
Leberesterase. Gewicht: 2350 g, Geschlecht: weiblich. 


Protokoll. 

10,35 Uhr: Eine Ampulle Nosuprin. 

10,45 ,, Erste Entnahme; 1,8539 g Leber; von 0,4074 g Normalextrakt 
hergestellt; davon 10, 5 und 2 cem auf Esteraseaktivitat unter- 
sucht. 

10,55 ,, Athernarkosebeginn. 

11,25 ,, Zweite Entnahme; 1,5386g Leber; von 0,4348g Normalextrakt 
hergestellt; davon 10, 5 und 2 cem auf Esteraseaktivitat unter- 
sucht. 

11,55 ,, Dritte Entnahme; 1,4470 g Leber; von 0,3978 g Normalextrakt 
hergestellt; davon 10, 5 und 2cem untersucht. 

12,25 ,, Vierte Entnahme; 1,9041 g Leber; von 0,4038 g Normalextrakt 
hergestellt; davon 10, 5 und 2cem untersucht. 

12.40 ,, Das Tier war einige Minuten wach. Weiterhin mittlere, gleich- 
maBige Narkose. 

13,55 .,  Fiinfte Entnahme; 1,8438 g Leber; von 0.4500 g Normalextrakt 
hergestellt; davon 10, 5 und 2 cem untersucht. 


14,00 ,, Das Tier wurde getétet (20 cem Ather intracardial). 


Erhaltene Esterasewerte. 








10 ccm Normalextrakt 5cem Normalextrakt 2ccem Normalextrakt 
Zei ver- Zunahme ver- Zunahme ver- Zunahme 
seit braucht . : braucht ||——_—____— —j| braucht |———_—__— — 
ecm = durch cem on dureb ecm . durch 
Min NaOH grsamt Ferment NaOH gesamt Ferment NaOH gesamt Ferment 
0 1,85 . - 1,84 — 1,82 = — 
60 7,36 5,51 6,41 4,62 2,78 2,68 2,99 || 1,17 1,07 
0 1,76 1,74 1,74 
60 6,46 4,70 4,60 4,12 2,38 2,28 2,0 1,03 0,93 
0 1,78 1,77 1,75 
60 7,26 5,48 5,38 4,55 2,78 2.68 2,91 1,16 1,06 
0 1,80 a 1,77 1,77 
60 7,46 5,66 5,56 4,69 2,92 2,82 2,99 1,22 1,12 
0 1,89 — 4 1,89 1,87 ~ 
60 7,29 5,40 5,30 4,64 2,75 2,65 3,05 1,18 1,08 


Um EE. zu erhalten, muB man multiplizieren, und zwar den 


10 cem-Wert mit 10- 2,5 - 2,27 


5 é' i ae 4 
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In 2,5g Leber sind also EE. enthalten: 





10 ecm 5eccem 2ceem 


Extrakt Extrakt Extrakt Durehschnitt 
poe ee 307 304 304 305 
Nach 30 Min. Narkose........ 261 260 264 262 
oie. | Sate a eae ee 306 304 301 304 
ee er a 316 320 318 318 
gis Ms oe aT are Be 301 300 307 303 


Tabelle XV. Anderung des Esterasegehalts der Leber durch 
Nosuprin-Lokalanasthesie /Athernarkose. 


Versuchstier Nr. 44: 2350 g, weiblich. 





EE. in 2,5¢ lg Vom , es - 
Leber Ausgangswert Anderung in °/> 

PN ETL CLS TRE OT 305 100,0 0,0 

Nach 30 Min. Narkose ........... 262 86,0 14,0 

ee ae pee Re as pm Sete 304 100,0 0,0 

ae | ae MESS eee ee eke 318 104,0 + 40 
ee) be. eke hee ae 
> |) aon dak rac hatte te ek ee 

< tan STR re re 303 99,5 0,5 


Tabelle XVI. EinfluB der Nosuprin-Lokalanasthesie auf den 
Esterasegehalt der Leber. 


Versuchstier Nr. 50: 2150 g, mannlich. 





EE. in 2,5 ¢ %J9 Vom lial 

Leber Ausgangswert ANderung in °%/o 
en, EEO PDP EE 204 100 0 
60 Min. nach der Nosuprininjektion 225 110 + 10 


Tabelle XVII. EinfluB der Nosuprin-Lokalandsthesie auf den 
Esterasegehalt der Leber. 


Versuchstier Nr. 51: 2300 g, weiblich. 





EE. in 2,5¢ %'9 vom a — er 
Leber Ausgangswert Anderung in 9 5 
OG ok ov vins Ssh ineanse 228 100 0 
60 Min. nach der Nosuprininjektion 2366 108 1 8 


Bemerkung za Tabelle XVI und XVII. Mit einer Ampulle Nosuprin 
wurde Lokalanasthesie erzeugt und ein Stiick Leber zur Bestimmung des 
Ausgangswertes entnommen. Da die Entnahme nur wenige Minuten nach 
der Injektion erfolgte, ist mit Sicherheit anzunehmen, daB dieser Wert noch 
nicht irgendwie beeinfluBt ist. Dann erfolgt allmahlich die Resorption des 
Lokalanastheticums; es gelangt auf dem Blutweg in die Leber. Nach 
60 Minuten wird (in einer zweiten durch Nosuprin erzeugten Lokalanasthesie) 
eine weitere Probe Leber entnommen und die Anderung festgestellt. Von 
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langeren Untersuchungen wurde abgesehen, weil dann durch die sic} 
wiederholenden Nosupringaben ganz andere Versuchsbedingungen ge 
schaffen wiirden. 


Tabelle XVIII. Zusammenfassung der Narkosewirkungen bei den 
einzelnen Tieren und Feststellung des Durchschnittseffektes. 





Anderung des Ausgangswertes in °/, 


Versuchstier Nr. 44 45 46 47 48 49 Durchschnitt 


Nach 0 Min. 0 0 0 0 0 0 0 
Ree: ’ eae 14 . 8 . 2 0 — § 
“aa | gop 0 10 12 - 4 5 - 6 
| ae 4 14 . 11 9 8 

i. | ae 9 13 11 2 13 10 
ot SO i ~ - 10 I 5 
‘i gs l 1 6 - 7 — 2 0 
9210 +, - +19 ash +11 


Versuchstier Nr. 52. Gewicht 2500 g; Geschlecht mannlich. Zuniichst 
wurde wie bisher der Ausgangswert bestimmt, dann 500 mg Glutathion 
intravenés gegeben, gleichzeitig mit der Athernarkose begonnen und die 
Anderung der Esteraseaktivitat verfolgt. 


Tabelle XIX. Anderung der Esteraseaktivitat der Leber durch 


500mg intravenés gegebenes, Glutathion. Versuchstier 52. 





mm e* Pe it Anderung in °/ 
i | 

Bee en 192 100 0 
OE Br Pas os San 808 _ 

5 TEE Sen a5 eee Gc 322 168 + 68 

er Ra cas Miran ne Net 344 _ 179 + 79 

jg SE Lan Sc aus cee wee 336 175 + 75 

ee Ses te a es 282 147 +. 47 


Tabelle XX. Anderung der Esteraseaktivitat der Leber durch 
634 mg intravenés gegebenes Glutathion. 


Versuchstier Nr. 53: Gewicht 3170 g, mannlich. 





SE 2,5 On v . : 
weer ing . susatieiamieds Anderung in °/o 
Ausgangewert...........5... 180 100 0 
OO TEP wie hed a wee we 235 130 + 30 
nbs GAM Ph haa a ae ih te eX hic wg Ys — 
oe a ae a oe Te 302 166 + 66 
a CORE ae £n ee bake — am 
pe hr Res: ee rer 280 155 + 55 
SN ES eae Take 


Migr! og Saiyan aks par ee a 244 136 + 36 
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labelle XXI. Anderung der Esteraseaktivitat der Leber durch 
696 mg intravendés gegebenes Glutathion. 


Versuchstier Nr. 54: Gewicht 3480 g, weiblich. 





Vt. 2,5 lg VO x P 
: gi bey 2 Pm Pi Anderung in °/, 
Ausgangswert .............. 201 100 0 
Oe ge | Parca aera 286 143 4+. 43 
TM rel Re tte elas 320 159 +. 59 
pM aces saeaet ee sesh 354 177 + 77 
fat RM a dis: eshte lne Wil ola oa 361 180 +. 80 
I lc od ao eaten’ dew ah - 
ee ae wake xe oh 4% 0e 326 164 + 64 


Tabelle XXII. Anderung der Esteraseaktivitat der Leber durch 


630 mg intravendés gegebenes Glutathion. 


Versuchstier Nr. 55: Gewicht 3150 g, weiblich. 











EE. in 2,5g 9 Yom , ae ; 
Leber Ausgangswert Anderung in °/o 
Ausgangswert .............. 255 100 0 
pe gs Se eee 299 118 - 18 
eM Ge os Ca ep ka eee 387 152 + 52 
eel: «ale a RAP eg ee Wahrend der Narkose eingegangen. 


Tabelle XXIII. Anderung der Esteraseaktivitat der Leber durch 
760 mg intravenés gegebenes Glutathion. 


Versuchstier Nr. 56: Gewicht 3800 g, mannlich. 





B. in 2.5 Op v a5 
ae ¥ punemene Anderung in °/, 
Auamangewert ........0ccses: 218 100 0) 
PE TE I oo cece sce. 270 124 + 24 
Se Tee. SS Cae ae wia en wate 358 164 +. 64 
eC Cet ek LAG ews 408 187 + 87 
AO gee Viele ak oe ee 404 185 L. 85 
SEY 5S WA See a wad ota 371 170 + 70 
Gm. “as Vides eekeeen ue . 
SOMME! aa ol a a Eee ti hae « 309 142 +. 42 


Tabelle XXIV. Anderung des Esterasegehalts der Leber wahrend 
achttagiger Beobachtung. 


Versuchstier Nr. 57: Gewicht 1850 g, Geseblecht mannlich. 





EE. in 2,5¢ 09 Vom —s , 

Leber Ausgangswert “Dderung in ° 
Am 1. Tag der Beobachtung ..... 110 100 0 
a) SN tee RS 108 98 2 
9 


ae ag he Spo shin he Ee 108 98 
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Tabelle XXV. Anderung des Esterasegehalts der Leber wahrend 


achttagiger Beobachtung. 


Versuchstier Nr. 58: Gewicht 2000 g, Geschlecht weiblich. 





EE. in 2,52 %, vom ¥ 30 Por 
Leber Ausgangswert Anderung in 
Am 1. Tag der Beobachtung ..... 134 100 0 
“ae vi tt oT coms peter 130 97 3 
ee ae are ee Oe rey 135 101 1} 


Versuchstier Nr. 59: Gewicht am 12. XII. 1937 2390 ¢, weiblich. 
12. XII., 800’ Entnahme eines Stiickchens Leber und Bestimmung 
des Esterasegehalts. 


10h30’ 150 mg Glutathion intravenés. 





LS 211. 36 OO 2002 4 is 
14. XII., 10 00 150 ,, a a 
6.2... 8 ae ore: ie ve 
16, X17., .0 30 .160 ,, of i 
TAA, TE 08 300! 5: = 

18. XII., 10 30 150 ,, * és 
19. XII., 10 00 +150 ,, e ie 


20. XII., 8 00 Gewicht 2460 g; 
Bestimmung des Esterasegehalts. 492 mg Glutathion 


8 3: 
intravenés. AnschlieBend wurde die Anderung der 


Esteraseaktivitat in der Leber verfolgt. 


Versuchstier Nr. 60: Gewicht am 12. XII. 1937 2650 g, mannlich. 
12. XII., 810’ Entnahme eines Stiickchens Leber und Bestimmung 
des Esterasegehalts. 


10630’ 150mg Glutathion intravenés. 


13. XII., 10 00—+150 ,, “ sd 
14. XII., 10 00 = 150 ,, es 

eit. £20 : i, = me 
16. MIE, 9 i30.:: MO.,, * ie 
7. AIL, 11.00... 2160 ,, ‘9 és 
18. REL: 30:30 160, vo 
1G Ail.; 10-00 °° 160"; a e 


20. XII., 8 10 Gewicht 2650 g. 
8 45 Bestimmung des Esterasegehalts. 530 mg Glutathion 
intravenés. AnschlieBend wurde die Anderung der 


Esteraseaktivitat der Leber verfolgt. 
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Tabelle XXVI. 


Esterasewerte von Versuchstier Nr. 59. 


167 





EE. in 2,5¢ 


29 vom 


%'5 Vom 


Anderung in ° 





Leber Ausgangswert II Ausgangswert I IL 
Am 12. XII. 1937, 8» 
= Ausgangswert I . 106 100 0 
Am 20. XII. 1937, 8» 
= Ausgangswert II 86 109 81 0 noe 
8h35’ 492mg GSH .. 
Nach 30 Min. ....... 135 157 127 57 | + 27 
aoe - 
Se ars, arg ear & 137 159 128 59 28 
Sai: Agha Sy aap rep 134 156 26 + 56 26 
lle | WMS ae a 129 150 292 50 | + 22 
SUMMA asead sine. atis wie 
Wes: 1 |: AUG SS Fora ree 105 122 99 22 ] 
Tabelle XXVII. Esterasewerte von Tier Nr. 60. 
EE. in 2,5¢ 9 vom oF, Vom Anderung in °'9 
Leber Ausgangswert II Ausgangswert I ll 
Am 12. XII. 1937, 8"10' 
= Ausgangswert I . 86 100 0 
Am 20. XIT. 1937, 8510’ 
= Ausgangswert II 106 100 123 0 +23 
8545’ 630 mg GSH 
nach 30 Min........ 126 119 147 +19 47 
Se ed wks ae 
See ON eg nee eee 125 118 145 +18 +45 
Lig RRM ho: gS ath tacStela wis 113 107 132 + 7) +32 
ei | ere ee 98 92 114 8 - 14 
BEE. Sb gine one os 90 85 105 —15;+ 5 
5 eA 85 80 99 1) 1 
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Quantitativ-spektralanalytische Bestimmungen von Calcium, 
Kalium, Natrium und Magnesium in kleinen Blutserummengen. 
Von 
E. Norinder. 

(Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut in Ultuna-Upsala.) 


(Eingegangen am 22, September 1938.) 


Bei einer in Gang befindlichen Arbeit iiber den Mineralstoffwechse| 
wahrend der normalen Graviditét von Frauen war es notwendig, eine 
Methode fiir Serienanalyse von Ca, K, Na und Mg in kleinen Blut- 
mengen ausfindig zu. machen. Mittels der von H. Lundegardh ein- 
gefiihrten und ausgearbeiteten Methoden zur quantitativen Spektral- 
analyse (Flammenspektrummethodik und Flammenfunkenspektrum- 
methodik) konnte ein Verfahren fiir direkte Analyse der genannten 
Metalle in geniigend kleinen Serummengen ausgearbeitet werden. 


Die quantitative Emissionsspektrographie ist eine photometrische 
Methode, die sich auf die Eigenschaft eines Elements griindet, unter 
véllig gleichartigen thermischen Anregungsbedingungen Licht von 
bestimmter Intensitaét und Wellenlinge auszusenden. Das Spektrum 
des in der heiBen Acetylengasflamme angeregten Elements wird auf 
einer photographischen Platte aufgenommen. Zuerst nimmt man eine 
Serie Standardlésungen von bekannter Starke auf, hierauf eine Anzahl 
Untersuchungsproben. Mit einem thermoelektrischen Photometer 
wird auf der Platte der Grad der Schwarzung der Spektrallinien (= L) 
im Verhaltnis zum Hintergrund (— H) gemessen. Mit Hilfe der Werte, 
die die Relation LH ausdriicken, und der Konzentrationswerte der 
Standardlésungen wird eine Kurve gezeichnet, mit welcher der Gehalt 
der Proben an dem betreffenden Stoff direkt bestimmt werden kann. 


Methodik. 


Apparatur: Fiir das Flammenspektrum (Bestimmung von Ca, Na 
und K) wurden Brenner und Zerstaubervorrichtung nach Lundegardh. 
Spektrograph nach Fuess 9 x 24 cm, Luftkompressor mit Daléns Redu- 
zierventil und Hg-Manometer, Acetylengasbombe (Dissousgase) mit 
Reduzierventil und Wassermanometer benutzt. Beim Flammenfunken- 
spektrum (Bestimmung von Mg) kommen auBerdem hinzu: Zwei 6 cm 
lange Cu-Elektroden von 5 mm Durchmesser, Funkenerzeuger (Wechsel- 
stromtransformator mit Primarspannung 220 Volt, 5 Amp., Sekundar- 
spannung 15000 Volt), Selbstinduktionsspule, Kondensatoren sowie ein 
automatischer Stromunterbrecher. 
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Reagenslésungen. Standardlésung (zweckmaBig bereitet aus einer 
zvehnmal starkeren Stammlésung), enthaltend 0,005 mol. K, 0,002 mol. Mg, 
0005 mol. Ca und 0,025 mol. Na je Liter. Von dieser werden Arbeits- 
lésungen in den Konzentrationen 5/100, 10/100, 25/100 und 50/100 
bereitet. 

Plattenmaterial. Fiir das Flammenspektrum wurden Agfa Isochrom- 
und Agfa Chromoisorapidplatten verwendet, fiir das Flammenfunken- 
spektrum Agfa Chromoisorapidplatten. Entwickler Agfa Rodinal (Para- 
aminophenol) oder Agfa Final. 

Gang der Analyse. Beim Flammenspektrum wurde der Acetylen- 
gasdruck fiir die Flamme bei 2- 150 mm H,O gehalten, der Luftdruck 
fiir die Zerstaubung bei 3 Atm. Die Flamme und ihr Spiegelbild miissen 
genau eingestellt werden, so daB sie sich decken, und so, daB die Langs- 
achse der Flamme exakt die optische Achse des Kollimatorrohres des 
Spektregraphen schneidet. Die Flammenhéhe wird so berechnet, daB 
die Abbildung 6 mm oberhalb des blauen Konus der Flamme an der 
Stelle der stairksten Warmeintensitét stattfindet. Die Spaltweite 
betrug 0,03 bis 0,045 mm. Dasselbe Verfahren wird beim Flammen- 
funkenspektrum angewandt, aber hier kommt die elektrische Apparatur 
hinzu. Die Cu-Elektroden werden so angebracht, daB der etwa 15 mm 
lange Funken horizontal durch die Langsachse der Flamme an die 
Grenze zwischen dem vorderen und dem mittleren Drittel 6 mm ober- 
halb des blauen Kegels schlagt. Durch einen automatischen Unter- 
brecher des Primarstromes wird der Funkenstrom viermal in der Sekunde 
geschlossen. Der Sekundarkreis des Transformators wurde auf 15000 Volt 
gehalten, die Kapazitat bei 15000 cm und die Selbstinduktion auf 
0,7 Milli-Henry. 

Bei spektrographischer Aufnahme wird das ZerstaubergefaiB und die 
Diise zweimal mit derjenigen Fliissigkeit durchspiilt, die spektrographiert 
werden soll, worauf das definitive Einfiillen der Probe erfolgt. Zuerst 
werden die Standardlésungen in folgender Reihenfolge photographiert : 
50/100, 5/100, 10/100 und 25/100. (Bei der Flammenfunkenspek- 
trummethodik miissen sowohl Standardlésungen als Probefliissig- 
keiten 1/20 NaCl enthalten, um die Ionisation und das elektrische 
Leitungsvermégen der Flamme zu steigern.) Hierauf werden die Unter- 
suchungsproben aufgenommen. In gleichen Abstinden wird auf der 
Platte ein und dieselbe Standardlésung (in diesem Falle 10 100) photo- 
graphiert, um eine Korrektur der Werte in bezug auf die ,,photographi- 
sche Ungleichma®igkeit** der Platte zu erméglichen. Vor jeder Auf- 
nahme soll der Apparat ,,im Leerlauf*’ 30 Sekunden oder 1] Minute 
arbeiten. Jede Standardlésung und Probe wird zweimal aufgenommen. 
Nach jeder Doppelaufnahme spiilt man das ZerstéubergefaB und die 
Diise wiederholt mit destilliertem Wasser. Man benutzt mehrere GefaBe 
(am besten acht), damit sie zwischen den Aufnahmen gut trocknen. 


Biochemische Zeitschrift Band 299. 12 
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Entwicklung. Die Flammenspektrumplatten wurden in Rodinal 5/100 
bei 17° wahrend 4 Minuten oder in Agfa-Final wahrend 8 Minuten ent 
wickelt. Bei den Flammenfunkenspektrumplatten erwies sich starkere 
Rodinallésung (10/100) und kiirzere Entwicklungszeit (3 Minuten) als 
wweckmabiger. Fixieren 10 Minuten in saurem Fixierbad, Abspiilung mit 
dest. Wasser, Spiilen in flieSendem Wasser 30 Minuten, Abspiilen in dest. 
Wasser, Trocknen an staubfreiem Ort. 

Die Photometric erfolgte mit einem thermoelektrischen Mikrophoto- 
meter (System Lundegardh). Das Prinzip dieses Instruments besteht kurz 
darin, daB man die Spektrallinie mit einer konstanten elektrischen 
Lichtquelle beleuchtet und durch ein Linsensystem auf ein Vakuum- 
thermoelement projiziert. Indem man mittels einer Mikrometerschraube 
die Platte in der Langsrichtung verschiebt, kann man die Messung im 
optischen Schwerpunkt der Spektrallinie vornehmen; der Galvano- 
meterausschlag [der ,,‘‘-(Linie-) Wert] wird notiert. In einem fiir alle 
Linien genau gleichen Abstand wird auBer der L-Ablesung auch der 
Galvanometerausschlag ,,neben der Linie‘ [der ,,H‘*-(Hintergrund-) 
Wert] beobachtet. Die Ablesungen werden zur Kontrolle am besten 
wiederholt. 


Nach der photographischen Theorie! gilt : D(Durchlassigkeit) = LH. 
Wenn man in einem Koordinatensystem die D-Werte der Standard- 
lésungen auf der Ordinate und ihre Konzentrationswerte auf der 
Abszisse auftragt, kann man eine )-Kurve zeichnen (Millimeterpapier, 


GréBe 6060 em). Tragt man in diese Kurve die D-Werte der Probe- 
lésungen ein, so kann man auf der X-Achse die Konzentration der 
Probelésungen in Mol /Liter ablesen. Wegen der_,,photographischen 
UngleichmaBigkeit* der Platten miissen die D-Werte korrigiert werden, 
was nach einer einfachen, noch nicht veréffentlichten Methode geschieht, 
die am hiesigen Spektrallaboratorium ausgearbeitet worden ist. 

_ Blutserumanalyse. Die beschriebenen spektralanalytischen Me- 
thoden arbeiten rasch (10 Proben taglich kénnen ohne Schwierigkeit 
bewaltigt werden) und zuverlassig. Besonders geeignet sind sie fiir 
Blutanalysen (Serum, Plasma, Vollblut). Gegenstand der Untersuchung 
waren Ca, K, Na und Mg, aber das Anwendungsgebiet der Methoden 
umfaBt noch eine groBe Anzahl Kationen. 


Der Vorteil dieser Analysen besteht darin, daf{S Serum ohne zeit- 
raubende Vorarbeiten nach Verdiinnung mit dest. Wasser direkt im 
ZerstaubergefaB zur Bestimmung kommen kann. Ein Unterschied in 
der Zerstéubung infolge des verschiedenen chemisch-physikalischen 
Zustandes der Standardlésungen und der Serumverdiinnungen tritt 
nachweislich nicht auf. Bei den benutzten Serumkonzentrationen 


' Vgl. Lundegardh, 1934, 8. 12 ff. 
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(13, 1/11 und 1/44) war das Schéumen im ZerstaubergefaB unbedeutend 
und ohne schadlichen EinfluB auf die Analysenarbeit. 


Um die Methode noch besser zu veranschaulichen, wird nachstehend 
ein Arbeitsschema iiber Serumverdiinnungen im Zerstdubergefap rait- 
geteilt, das bei der Untersuchung in der Hauptsache befolgt wurde: 

Kaliumanalyse. (Flammenspektrummethodik) 2 cem Serum -+- 20 cem 
Aqua dest. = Serumlésung 1/11. 

Calcium- und Natriumanalyse. (Flammenspektrummethodik) 5 e¢em 
Serumlésung 1/11 + 15 cem Aqua dest. = Serumlésung 1/44. 

Magnesiumanalyse. (Flammenfunkenspektrummethodik) 3 cem Serum 

4,5 eem 0,1 mol. NaCl-Lésung + 1,5 cem Aqua dest. Serumlésung 1/3. 

Man ist natiirlich nicht an ein solches Schema gebunden. Die 
Serummengen kénnen bedeutend vermindert werden, aber die ver- 
diinnte Menge darf nicht weniger als 5 ccm betragen. Die Konzentra- 
tionsverhaltnisse miissen oft etwas geindert werden. Es hat sich als 
zweckmabig erwiesen, durch Anderungen der Konzentration der Probe- 
lésungen deren D-Werte dem )-Wert der nachstschwacheren Standard. 
lésung (10/100) so nahe wie méglich zu halten. Dadurch soll erreicht 
werden, daB die Messung am giinstigsten Teil der )-Kurve stattfinden 
kann. 

Ergebnis. Um zu zeigen, da die Methode fiir wissenschaftliche 
Zwecke hinlanglick genaue Resultate liefert, wird hier eine Serie von 
fiinf Serumanalysen mitgeteilt. (Die Fehlergrenzen der Methode 
werden in einer spaiteren Veréffentlichung genauer angegeben werden.) 


Serienanalyse (samtliche Werte ausgedriickt in mg/100 cem). 





Probe K (4 4044,2) Ca (4 4226,7) Mg (/ 2795,5) Na (A 3302) 


15,2 8,55 1,63 308,9 

15,0 402 1,65 305,0 

14,8 8,78 1,65 295,2 

15,5 8,74 1,57 299,1 

15,2 8,71 1,55 305,0 

rae | + 0,35 + 0,13 + 0,05 + 6,9 
Abweichung + 23% + 1,5 % + 3% $2730 


Serum von zehn normalen Frauen. 





Mg Na Nr. || K Ca 


21,5 9,15 2,29 301,0 } 9,24 75 «| «263,7 
25,3 8,91 2,18 296,0 8,97 271,3 
28,6 8,89 1,48 303.5 9,06 325.0 
24,5 10,03 271 268,8 10,05 311,0 
25,8 10,30 2,14 279,0 9,50 f 306,0 
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Serum von zehn normalen schwangeren Frauen. 





Nr. K Ca Mg Na Schw poy hafts- 
1 23,0 9,50 2,13 307.0 VIII. 
2 23,2 10,03 1,72 316,2 IX. 
3 23,4 8,62 1,69 313,6 Ae 
4 21,7 8,44 1,66 321,2 IX. 
5 24,7 8,10 1,49 307,0 VIII. 
6 24,9 9,50 1,57 298,5 ee 
7 25,7 8,46 1,43 303,5 Ifl. 
8 22.6 8,00 1,44 283,3 VI. 
9 | 26,5 8,45 1,82 293,5 VIL. 

10 27,3 8,70 1,57 306,0 IX. 


Serum von fiinf Frauen im Puerperium. 





Nr. K Ca Mg Na Tag nach der 


Entbindung 
1 24,1 9,92 2,00 313,6 25. 
2 23,7 9,15 1,60 316,2 5 
3 21,9 9,60 . 1,53 349,2 Entbindungstag 
4 20,6 8,62 1,69 263,0 pF 
5 28,3 8,27 1,55 ‘ 328,9 15. 


Vergleich zwischen dem Serum der Mutter und des Fétus bei der Entbindung. 





, 


Nr. K Ca Mg Na 
1 Fétus (Nabelschnurblut) ...... 33,8 11,96 1,52 339,0 
Mutter (Venenblut) .......... 21,1 8,27 1,40 354,0 
2 BW a RS ROSS. 23,6 9,50 1,50 349,0 
Ne arieiniie hie Hea e ln 16,6 8,01 1,55 328,9 
SF BAe 23,6 , 10,90 1,69 344,0 
MM ES car CEG ke ws ohee 28,8 8,80 1,58 318,7 
4 |G RRBEP ES atyods Sythe agi ag 31,2 11,61 1,53 308,5 
ME secre Oona be bee ccd 21,5 8,00 1,49 293,4 


In allen diesen Fallen lie8 man das Serum sich im Blutprobegefab 
24 Stunden lang absetzen (Eisschrank), worauf es 5 Minuten zentrifugiert 
(3500 Umdrehungen /Min.) und dann untersucht wurde. 


Zusammenfassung. 


Neue Anwendung der quantitativen Spektralanalyse (Flammen- 
methodik, Flammenfunkenmethodik, Lundegardhs Apparatur) bei 
Bestimmung von Ca, Na, K und Mg in kleinen Serummengen. Die 
Methodik gestattet die direkte quantitative Analyse von Serum nach 
Verdiinnung mit destilliertem Wasser in bestimmten Konzentrationen. 
Das Verfahren ist rasch (10 Proben kénnen taglich bewaltigt werden) und 
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zuverlassig (Fehlergrenzen nicht definitiv fiir: Ca 15%, 
K + 23%, Mg +3% und Na + 2,3%). 
Variation der Serumwerte (mg/100 cem) in einer Anzahl untersuchter Fille: 
Zehn normale Frauen: 

K 21,5—28,5, Ca 8,89—10,30, Mg 1,48—2,29, Na 263,7—325,0 
Zehn Schwangere: 

K 21,7—27,3, Ca 8,00—10,03, Mg 1,43—2,13, Na 283,3—321,2 
Fiinf Falle im Puerperium: 


K 20,6—28,3, Ca 8,27— 9,92, Mg 1,53—2,00, Na 263,0—349,2 


Vier Falle bei der Entbindung: 


Fétus KK 23,6—33,8, Ca 9,50—11,96, Mg 1,52—1,69, Na 308,5—349,0 
Mutter 16,6—28,8, 8,00— 8,80, 1,40—1,58, 293,4—354,0 
Literatur. 

H. Lundegardh, Die quantitative Spektralanalyse der Elemente. I und 
II. Jena, G. Fischer, 1929 u. 1934. — Derselbe, Ann. of the Agricult., Coll. 
of Sweden, vol. 3, 1936. — H. Lundegardh u. T. Philipson, Ann. of the 


Agricult., Coll. of Sweden, vol. 5, 1938. 














Uber die Ausnutzung der Pentosen bei der biologischen 
Kiweibsynthese. 
I. Mitteilung: 

Uberpriifung der analytischen Grundlagen fiir die Aufstellung von 
Pentosenbilanzen. 

Von 
Richard Lechner und Rudolf Illig. 
(Aus dem Institut fiir Garungsgewerbe und S.arkefabrikation an det 
Landwirtschaftlichen Fakultaét der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 1, Oktober 1938.) 


Im Verlauf, der Arbeiten iiber die biologische EiweiBsynthese aus 
Holzzucker und Sulfitablauge (1) war wiederholt die Frage nach dem 
Verhalten der Pentosen aufgeworfen worden. Verschiedene Griinde 
fiihrten allmahlich zu der Auffassung, da bei der Futterhefeziichtung 
mit Torula utilis die Pentosen teilweise mit angegriffen bzw. mit 
verwertet werden. Bei technischen Versuchen wurden namlich, auf 
vergirbaren Zucker bezogen, teilweise Hefeausbeuten erhalten, die be- 
deutend héher waren, als nach der geltenden Auffassung iiber die 
praktische Héchstausbeute tiberhaupt méglich war. Als weiterer Grund 
fiir die Annahme einer Pentosenverwertung wird folgende Beobachtung 
angefiihrt, die sich bei der Bilanzierung von Futterhefeziichtungs- 
versuchen in Holzzuckerlésungen ergab. Es verschwindet namlich 
wahrend der Hefeziichtung mehr reduzierender Zucker als der Reduk- 
tionskraft der als vergarbar ermittelten Zuckermenge entspricht, 


d.h. die sogenannte Reduktionsdifferenz — yeduzierender Zucker vor 
der Ziichtung minus reduzierender Zucker nach der Ziichtung ist 


gréBer als die Menge des vergarbaren Zuckers. Der Gedanke, auf Grund 
dieser Differenz auf eine Ausnutzung der Pentosen zu schlieBen, liegt 
nahe, obwohl natiirlich bei solchen Zuckergemischen, wie sie Holz- 
zuckerlésungen und Sulfitablaugen darstellen, auch andere Erklairungen 
méglich sind. 


Es war nun Gegenstand der vorliegenden Arbeit, das Verhalten der 
Pentosen bei der Ziichtung von Torula utilis in pentosenhaltigen Ndhr- 
lisungen klarzustellen. 


Um den Beweis fiir oder gegen die Ansicht der Pentosenverwertung 
bei der Futterhefeziichtung zu erbringen, muBten bei den Versuchen 
Pentosenbilanzen aufgestellt werden. Dafiir ist aber wieder eine genaue 
Pentosenbestimmungsmethode bzw. die genaue Kenntnis der Leistungs- 
fahigkeit einer solchen Methode Voraussetzung. 
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Nach der Auswahl einer geeigneten Bestimmungsmethode waren 
mit reinen Pentosen die Furfurolausbeuten bzw. die Faktoren zur Um- 
rechnung des gefundenen Furfurols auf die entsprechende Pentose zu 
ermitteln und der EinfluB der im Holz, besonders im Hemicellulose- 
anteil des Holzes, vorkommenden Kohlenhydrate auf die Pentosen- 
bestimmung klarzustellen. 

Nachstehend sind zwei Tabellen angefiihrt, welche iiber die haupt- 
sachlichsten chemischen Bestandteile verschiedener Hélzer und iiber die 
Zusammensetzung des Hemicellulosenanteils der Holzsubstanz AufschluB 


geben. 


Tabelle I. Zusammensetzung verschiedener deutscher H6élzer (2). 





Fichte Kiefer Buche 
(60 jihrig) (78jahrig) (50 jahrig) 
0/5 0), 0/5 
Colbie a beats F378). Brio: 52,0 51,3 45,7 
Re coe ae een. eb 26,7 26,6 22,9 
ES EE ST ey 12,7 29,0 
Harz-Wachs-Fett ........ 0,7 1,6 0,2 
PNOTIG aes eek 5 aS 0,3 0,2 0,4 


Tabelle Il]. Zusammensetzung des Hemicellulosenanteils ver- 
sechiedener Holzarten (3). 





Nadelholz Laubholz 
Zucker “Fane |Kieter | Bike| Bache 
0 0 0 0 0 0 0 0 
Pentose (Xylose) ..... 26,0 248 i 61,1 73,9 
Gae0ke vise vedss. oad: 23,4 21,4 24,4 20,1 
Galaktose ........... 3,4 4,2 3,5 0,1 
Raped cere rete ali 24.6 43,4 7,1 3,3 


Der in diesem Zusammenhang am meisten interessierende Bestandteil 
des Holzes sind die Pentosane. Die Laubhélzer enthalten mehr als die 
doppelte Pentosanmenge wie die Nadelhdélzer. 

Die Pentosane des Holzes sind fast ausschlieBlich aus Xylose aufgebaut ; 
der Arabinoseanteil ist nur sehr gering und gar nicht immer sichergestellt. 
In den Hemicellulosen der amerikanischen WeiBeiche konnten bei der Saure- 
hydrolyse neben der Xylose auch geringe Mengen Arabinose (4) nachgewiesen 
werden. Im Holz kommen auBerdem Hexuronsauren (5) und wahrscheinlich 
auch Methylpentosen vor. Zu den Begleitern der Xylose zihlen im Holz 
und in den daraus durch AufschluB oder Abbau erhaltenen Lésungen wie 
Holzzuckerwiirzen und Sulfitablaugen auBer der Glucose, dem Baustein 
der Cellulose, Mannose, Galaktose und Fructose. Der Mannoseanteil der 
Hemicellulose des Nadelholzes ist gegeniiber dem des Laubholzes betrachtlich. 
Galaktose und Fructose dagegen sind allgemein in geringer Menge vorhanden. 
Das Mengenverhiltnis der einzelnen Kohlenhydrate in Holzzuckerlésungen 
und Sulfitablaugen hangt von der als Ausgangsmaterial dienenden Holz- 
art und von dem Herstellungsverfahren ab. 
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Das sehr umfangreiche Schrifttum tiber die quantitative Pentosen- 
bestimmung zeigt, dab eine vollstandig befriedigende Lésung bisher 
nicht gefunden wurde (6). 

Bei der Pentosenbestimmung sind allgemein zwei Vorginge zu 
unterscheiden : 

1. Die Zersetzung der Pentosen zu Furfurol durch Erhitzen mit 
Salzsiure von bestimmter Konzentration und Abdestillieren des ge- 
bildeten Furfurols. 

2. Die quantitative Bestimmung des Furfurols im Destillat. 

Die Arbeitsweise fiir den ersten Teilvorgang wurde im Prinzip 
schon von Tollens angegeben und im Verlauf der weiteren Vervoll- 
kommnung nicht wesentlich geandert. 

Dagegen ist die zweite Teilstufe, die eigentliche Furfurolbestim- 
mung, immer wieder der Gegenstand zahlreicher Anderungs- und Ver- 
besserungsvorschlage gewesen. Allgemeine Anwendung haben von den 
vielen vorgeschlagenen Furfurolbestimmungsmethoden aber nur wenige 
gefunden. Lange Zeit war die Kriiger-Tollens-Krébersche Methode der 
Phloroglucinfallung des Furfurols das allein angewandte Verfahren. 
Diese Methode weist jedoch verschiedene Mangel auf. Vor allem ist die 
Tatsache zu erwahnen, daB bei Anwesenheit von Hexosen zu hohe Werte 
erhalten werden. Wahrend namlich Pentosen bei der Salzsauredestilla- 
tion Furfurol liefern, geben Hexosen Oxymethylfurfurol und nach 
weiterer Zersetzung Lévulinsiure; Methylpentosen liefern Methyl- 
furfurol und Uronsauren Furfurol. 

Das bei Anwesenheit von Hexosen entstehende Oxymethylfurfurol, 
das bei der Salzsaéuredestillation ins Destillat iibergeht, wird mit 
Phloroglucin mitgefallt. Die Abtrennung des Phloroglucids des Oxy- 
methylfurfurols gelingt wegen seiner teilweisen Alkoholléslichkeit nur 
unvollstandig. Dagegen kénnen bei Anwendung von Barbitursaure als 
Fallungsmittel Pentosen neben Hexosen bestimmt werden, da das 
Oxymethylfurfurol in verdiinnten Lésungen von Barbitursaure nicht 
gefallt wird. Das von E. Unger und R. Jdger (7) erstmals angegebene 
Verfahren hat groBe Anwendung gefunden. B. Peter, H. Thaler und 
R. Tdufel (8) schlugen vor einigen Jahren vor, die bei der Lebens- und 
Futtermitteluntersuchung bisher tibliche Phloroglucinmethode durch 
die Barbitursiuremethode zu ersetzen. AuBerdem hat sich ein Ver- 
fahren (9) eingefiihrt, dessen Prinzip darauf beruht, da8 das gebildete 
Furfurol in saurer Lésung mit Bromid-Bromatgemisch versetzt und 
das nicht verbrauchte, tiberschiissige Brom mafanalytisch bestimmt 
wird. Es stért bei dieser Methode aber die Anwesenheit von Oxymethyl- 
furfurol. C. Kullgreen und H. Tydén (10), die sich mit dem genannten 
Verfahren eingehend beschaftigten, schlugen deshalb das Umdestillieren 
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des Furfuroldestillats vor, um gebildetes Oxymethylfurfurol zu zer- 
stéren. Auf die Verhaltnisse bei Anwesenheit von Methylpentosen, 
Uronséuren und Aldehyden kann im Rahmen dieser Arbeit nicht naher 
eingegangen werden. 

Aus der vorstehenden kurzen Ubersicht gent hervor, welche 
Schwierigkeiten einer einwandfreien Erfassung der Pentosen bei gleich- 
zeitiger Anwesenheit von Hexosen, mit der bei Naturprodukten immer 
gerechnet werden mu, entgegenstehen. Fiir Kohlenhydratgemische 
Hexosen + Pentosen —, wie sie auch in Holzzuckerlésungen, Sulfit- 
ablaugen usw. vorliegen, erschien die Barbitursdurefallung als die 
geeignetste Bestimmungsmethode. Es laBt sich allerdings dagegen 
einwenden, daB die Ausfiihrung der Methode gegeniiber dem titri- 
metrischen Verfahren sehr viel Zeit erfordert. An einer modifizierten 
bromometrischen Methode (11) wurde die Beeintrichtigung durch 
Hexosen gepriift. 


Ausfiihrung der Barbitursiuremethode. 


Die Apparatur und die Vorschrift fiir Séuredestillation und Fallung 
wurden im wesentlichen, wie von B. Peter, H. Thaler und R. Tdufel (8) 
angegeben, beibehalten. Abanderungen wurden insofern getroffen, als 
das Erhitzen der Destillationskolben, wie friiher bereits vorge- 
schlagen (12), mittels Babotrichter erfolgte. Diese Ausfiihrung zeigt, 
wie Vergleichsversuche ergaben, gegeniiber dem Erhitzen im Metall- 
bad kaum Unterschiede. Das Erhitzen im Babotrichter hat den Vorteil 
der einfacheren Handhabung und die Destillation kann beim Schaumen - 
Holzzuckerlésungen usw. neigen sehr dazu — schnell unterbrochen 
werden. AuBerdem wurde zum Destillieren nicht die iibliche 12 °,ige, 
sondern 14% ige Salzsiure vom spez. Gew. 1,070 verwendet. Die 
14% ige Saure wird durch Mischen von 1 Volumenteil konzentrierter 
Salzsiure (spez. Gew. 1,19) mit 2 Volumenteilen Wasser erhalten und 
erlaubt auch bei Untersuchung pentosenhaltiger Fliissigkeiten eine 
rasche und genaue Einstellung der gewahlten Salzsdurekonzentration. 
Es ist bekannt, daB eine gréBere Anderung der Salzsiurekonzentration 
die Furfurolausbeute beeinfluBt (10) (13) und daB es ein Optimum der 
Salzsiurekonzentration gibt, bei dem die Furfurolausbeute ein Maximum 
erreicht. Da die Methodik der Salzsiuredestillation konventionell ist, 
miissen die Furfurolausbeuten bzw. die Umrechnungsfaktoren an und 
fiir sich an reinen Untersuchungsmaterialien festgestellt werden. Wie 
die unten aufgefiihrten Versuche mit reinen Pentosen zeigten, kann bei 
genauer Einhaltung der Arbeitsvorschrift mit immer gleichbleibendem 
EinfluB der Saurekonzentration und auch aller anderen Faktoren 
gerechnet werden. 


Nachstehend ist die Arbeitsweise kurz beschrieben. 
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Die Apparatur besteht aus einem 500-cem-Rundkolben, einem Destilla- 
tionsaufsatz mit Zulauftrichter fiir 180 cem Fliissigkeit und einem schwach 
absteigenden Rohr, das die Verbindung zum Kiihler herstellt, und einem 
Kugelkithler. Samtliche Verbindungen sind durch Normalschliffe her 
gestellt. Der Destillationskolben wird im Babotrichter erhitzt. Das Destillat 
wird in einem Mef®Bzylinder aufgefangen. 

Die pentosenhaltige Substanz wird im Destillierkolben mit 120 cem 
14° iger Salzséure (spez. Gew. 1,070) versetzt, bei pentosenhaltigen Fliissig- 
keiten wird das Volumen mit destilliertem Wasser zunichst auf 80 cem 
gebracht und dann 40 cem konzentrierte Salzsaure zugefiigt, so daB auch 
insgesamt 120cem Fliissigkeit mit einem Salzsaéuregehalt von 14% bei 
Destillationsbeginn vorliegen. Bei Fliissigkeiten kénnen also héchstens 
80 ccm zur Analyse verwendet werden. Nach Zugabe von Siedesteinen wird 
die Apparatur zusammengesetzt und innerhalb 10 bis 12 Minuten, vom 
Beginn des Siedens an gerechnet, 30 cem abdestilliert; dann werden vom 
Zulauftrichter 30 cem 14° ,ige Salzséure in den Destillationskolben nach- 
gezeben, wieder 30 ccm innerhalb 10 bis 12 Minuten abdestilliert usw., bis 
insgesamt 210 cem Destillat iibergegangen sind. Das Destillat wird nun in 
ein Becherglas iibergefiithrt — ist das Destillat triibe, so wird vorher durch 
ein Papierfilter filtriert —, mit 30 cem 14° iger Salzséure nachgespiilt und 
eine klare, durch gelindes Erwarmen von 0,5 g Barbiturséure! in 60 cem 
14° iger Salzsiure hergestellte urid nétigenfalls filtrierte Lésung hinzu- 
gefiigt, umgeriihrt und mindestens 18 Stunden stehengelassen. Darauf wird 
durch einen Glasfiltertiegel filtriert, mit wenig 14°%iger Salzsaéure nach- 
gewaschen und der Niederschlag bei 130° bis zur Gewichtskonstanz ge- 
trocknet. 

Die Berechnung des Furfurols aus der Menge des gewogenen Nieder- 
schlags erfolgt nach der von W. Gierisch (14) angegebenen Formel: 


g Furfurol = (N 4+ L.0,0000122) . 0,4659. 


Dabei bedeuten: N Menge des Niederschlags in g, L = Gesamtfliissig- 
keitsvolumen bei der Fallung (210 cem Destillat, 30 cem Spiilfliissigkeit 
und 60cem Barbiturséurelésung, also insgesamt 300 ccm). Der Faktor 
0,4659 ergibt sich aus dem Molekulargewicht des Furfurols und der Fural- 
barbitursaure. Die Fallung des Furfurols mit Barbitursaéure erfolgt nach 
folgender Gleichung: 


wie GE Le CO—NH 
H ' 
HC ¢_C + H,¢ co 
\ . ‘ ate 
0 0 CO—NH 
96 
HC CH 
CO—NH 
—* HC C-—CH=C CO + H,0 
oO CO—NH 


206 
Setzt man in die Berechnungsformel den Wert fiir Z ein, so lautet 
die Formel: 
g Furfurol = (N + 0,0037) . 0.4659. 


1 Bezogen von der Firma Dr. Theodor Schuchardt, Chem. Fabrik, Gérlitz. 
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Aus 100 Teilen Xylose oder Arabinose sollen theoretisch, wenn sich 
die Umsetzung nach der Gleichung: 
C,H,,0, = C,H,O, + 3H,O 


vollzieht, 64 Teile Furfurol entstehen und der Umrechnungsfaktor 
Furfurol-Pentose sollte 1,56 betragen. Zieht man von dieser theoreti- 
schen Menge die 3 bis 5°,, die durch Zersetzung verlorengehen (10), ab, 
so miiBten immer noch 61 bis 62 Teile Furfurol bzw. der Faktor 1,64 
erhalten werden. Dies ist jedoch nicht der Fall. Die in der Literatur 
angegebenen Furfurolausbeuten bzw. Umrechnungsfaktoren sind _be- 
deutend niedriger bzw. liegen viel héher als die theoretischen Werte 
und weichen auBerdem je nach der Arbeitsweise bei der Destillation 
und Furfurolbestimmung voneinander ab. Es wird weniger Furfurol 
gefunden als der Gleichung unter Einrechnung der Furfurolzersetzung 
entspricht. Nach (. Kullgreen und H. Tydén (10) hat dies seinen Grund 
darin, daB die Gleichung den Reaktionsverlauf nicht richtig wiedergibt. 
Auch da8 Arabinose weniger Furfurol liefert als Xylose, muB durch 
eine Verschiedenheit der Primarreaktion bedingt sein. 

Es wurden zuniachst die fiir die gewahlte Arbeitsweise zutreffenden 
Furfurolausbeuten bzw. Umrechnungsfaktoren fiir Xylose und zum 
Vergleich auch fiir die holachemisch bedeutungslose Arabinose ermittelt. 


Bestimmung der Furfurolausbeute aus Xylose und Arabinose. 


Als Untersuchungsmaterialien standen zur Verfiigung: Nylose der 
Deutschen Bergin-A.-G., Mannheim-Rheinau!, aus Holz _ hergestellt; 
Arabinose, fiir wissenschaftliche Zwecke, von R. Schering-Berlin. 

Die verwendeten Pentosenpriparate wurden durch Bestimmung der 
optischen Drehung und des Schmelzpunktes auf Reinheit gepriift. Zum 
Vergleich wurden auch die Konstanten eines Xylosepriparats von Schering 
bestimmt. 

Tabelle III. 





020° wasse 
pea FP. 
c 10 

Konstanten fiir reine d-Xylose (15) ........... + 18,8 145—148 
Gefunden bei Xylose der Deutschen Bergin A.-G. + 18,6 145-147 
Gefunden bei Xylose von R. Schering.......... + 18,35 144—146 
Konstanten fiir reine ]-Arabinose (15) ......... + 104,1 160 
Gefunden bei Arabinose von R. Schering ....... + 94,75 159—161 


Die Schmelzpunkte stimmen bei allen Praparaten mit den in der 
Literatur fiir reine Pentosen angegebenen iiberein. Der Wert fiir die Gleich- 
gewichtsdrehung weicht bei der Arabinose erheblich ab. 


1 Der Deutschen Bergin-A.-G., Mannheim-Rheinau, danken wir fiir 
die Uberlassung einer gr6Beren Menge reiner Xylose. 




















ISO 
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Ks wurden die Furfurolausbeuten fiir Pentosenmengen von etwa 


200 bis 25 mg in entsprechend gewahlten Abstufungen ermittelt. Von 
der Anwendung gréBerer Mengen als 200 mg wurde abgesehen, da Holz. 
zuckerlosungen mit zunehmender Menge sehr zum Schaumen neigen 


und dann die vorgeschriebene Destillationsgeschwindigkeit nicht ein- 
gehalten werden kann, Die Bestimmung verschiedener Pentosenmengen 
wurde desha!b ausgefiihrt, weil die Méglichkeit der Anwendung sehr kleiner 


Tabelle IV. Xylose. 





Angewandte 
Menge 
Xylose 

mg 


211,8 
~00,6 
200,6 
199.8 
199,8 
180,3 
179,0 
164,8 
164,5 
162.4 
152,2 
151,1 
150.9 
150,3 


111,5 
100,8 
100,3 
100.3 
100,2 
100,1 
99,9 
77,1 
76,9 


Umrechnungsfaktor 





mg Furturol 


theoretisch 


Furfurolausbeute in °/9 


Furfurol— X ylose 


Einzelwerte | Mittelwerte Einzelwerte Mittelwerte 


gefunden 
135,5 116,1 85,7 1,82 
128.3 110.1 85,8 1,82 
128,3 109,0 85,0 1,84 
127,8 109,0 85,3 85.4 1,83 1,83 
127,8 109.4 85.6 1,83 
115.3 99.6 86.4 1,81 
114.5 96.4 84,2 1,86 
105,5 90,0 85,4 1,83 
105,2 89,0 84,6 1,85 
103.9 87,4 84,1 1,86 
97,4 824 84,6 84,9 1.85 1,84 
96,7 82,6 85,4 1,83 
96.6 82,5 85,4 1,83 
96,2 81.9 85,1 1,84 
71,4 60,0 84,0 1,86 
64.5 55,3 85.8 1,82 
64,2 54,9 85,5 1,83 
64,2 55,6 86,6 85,7 1,80 1,82 
64.2 55,4 86,3 1,81 
64,1 56,1 86.0 1,82 
64,0 55,0 85,9 1,82 
49,3 41,6 84,4 1,85 
49.2 43.1 87,6 1,78 
48,7 41,9 86.1 1,82 
48.4 41.6 86.0 86,4 1.82 1,81 
48,2 41.8 86,7 1,80 
47,8 41,7 87,3 1,79 
32,7 26,4 80,8 1,94 
32.6 26,7 81.9 1.91 
32.6 26.4 81,0 1.93 
32.5 26,0 80.0 81,4 1.95 1,92 
39.9 26,8 83.9 1.88 
29.5 24,1 81,7 1.91 
18.6 13.0 69.9 2.93 
17,7 13,7 7,4 2.01 
16,8 12.6 75.0 = 2.08 
16.4 12.0 73.2 341 214 2,14 
13.8 9.9 71,8 2.18 
13.5 9.6 (i 2,20 
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Pentosenmengen fiir die Untersuchung von Fliissigkeiten mit sehr ge- 
ringem Pentosengehalt wichtig ist. Es kénnen naimlich bei Einhaltung 
der Destillationsvorschrift héchstens 80 cem Untersuchungsfliissigkeit 
ingewandt werden. ‘ 

In den Tabellen IV und V sind die Ergebnisse niedergelegt. Unter 
Furfurolausbeute ist dabei die gefundene Furfurolmenge, ausgedriickt 
in Hundertteilen der theoretischen, nach der Gleichung zu erwartenden 
Menge, zu verstehen. 


Tabelle V. Arabinose. 














—=—" mg Furfurol Furfurolausbeute in 0/5 hte ser yay ae sire 
Arabinose NES Tas P PORE Se se Mees eS eee PRR ene Se get Sete eae oe 
mg thevretisch gefunden Einzelwerte Mittelwerte | Einzelwerte | Mittelwerte 
203,9 130,4 87,4 67,0 2,33 
202,2 129,4 87,4 67,5 2,32 
201,9 129,1 85,4 66,2 2,36 
201,2 128,8 86,9 67,5 eee 2,32 939 
201,0 128,6 89.0 69,2 lo 2,26 con 
200,8 128,5 86,9 67,7 2,31 
198,1 126,7 84,9 67,0 2,33 
195,0 124,7 84,9 68,1 2,30 
161,5 103,3 70,7 68,4 2,28 
160,2 102,5 67,2 65,6 2,38 
152,2 97,4 65,7 67,5 - 2,32 9 25 
151,2 96,8 65,5 67,7 oe 2,31 26 
150,7 96,4 64,4 66,8 2,34 
150,6 96,4 63,9 66,; 2,36 
113,5 72,6 49,5 68,2 2,29 
110,4 70.6 48,4 68,6 2,28 
104,3 66,8 46,1 69,0 2,26 
100,7 64,4 43,2 67,1 68,4 2,33 2,29 
100,3 64,2 43,9 68,4 2,29 
100,3 64,2 44,5 69,3 2,26 
100,2 64,1 43,7 68,2 2,29 
54,5 34,8 21,4 61,3 2,55 
54,1 34,6 21,6 62,4 2,50 
53,2 34,1 21,8 64,0 r 2,44 g 
51.6 33,0 21:5 65,2 64,0 2,40 o Ab 
50,7 32,4 20,8 64,2 2,44 
49,6 mt yi Pe 66,9 2,34 
27,0 17,3 9,1 52,6 2,97 
25,6 16,4 9,4 57,3 2,72 


Ergebnis. Bei Anwendung von 75 bis 200 mg Xylose ist die Furfurol- 
ausbeute der angewandten Menge praktisch proportional und betragt 
rund 85°, der theoretischen Ausbeute. Fiir den Umrechnungsfaktor 
ergibt sich ein Mittelwert von 1,83. Die Abweichung der Einzelwerte 
vom Durchschnitt ist gering. Kleinere Einwaagen, etwa 50 mg Xylose, 
ergeben eine geringere Furfurolausbeute. Sie betragt rund 81°, und 
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der Umrechnungsfaktor erhéht sich dementsprechend auf 1,92. Wendet 
man noch kleinere Xylosemengen an, etwa 25mg, dann sinkt dic 
Furfurolausbeute noch weiter auf durchschnittlich 73 °%, und die Streu 
ung der Einzelwerte wird gr6Ber. 

Fiir Arabinose wurde die bekannte Tatsache, daB die Furfurol- 
ausbeute bedeutend niedriger ist als bei Xylose, bestatigt. Die Furfurol- 
ausbeute ist bei Anwendung von etwa 100 bis 200 mg der Arabinose. 
menge praktisch proportional und wird bei kleineren Einwaagen niedriger. 
Die Ausbeute betragt fiir 100 bis 200 mg Arabinose 67 bis 68°, der 
Mittelwert fiir den Umrechnungsfaktor 2,32. Bei Einwaagen von etwa 
50 mg Arabinose fallt die Furfurolausbeute auf 64°, und der Um 
rechnungsfaktor steigt auf 2,45. Die Anwendung noch kleinerer Mengen, 
etwa 25 mg Arabinose, bewirkt ein erhebliches Absinken der Furfurol.- 
ausbeute. Bei kleinen Arabinosemengen von etwa 50 mg an weichen 
auch die Einzelwerte ziemlich vom Durchschnitt ab. Die allgemeinen 
Analysenfehler bei der Wagung usw. beeinflussen bei sehr kleinen 
Pentosenmengen naturgemaB schon allein die Genauigkeit. 

Die prozentuale Abnahme.der Furfurolausbeute (Mittelwerte) bei 
Anwendung von 50mg gegeniiber 200 mg Pentose ist praktisch bei 
Xylose und Arabinose gleich (4,7 und 5,2°%). Es ist wahrscheinlich, 
daB das Absinken der Ausbeute bei Erniedrigung der Pentosenmenge 
mit der Fallungsreaktion zusammenhangt. Es ist auf Grund der vor- 
stehenden Ergebnisse zweckmabig;’bei der Pentosenbestimmung Mengen 
von etwa 100 bis 200 mg anzuwenden. Wenn dies nicht mdglich ist, 
z. B. bei Lésungen mit sehr geringem Pentosengehalt, dann muB mit 
entsprechend héheren Umrechnungsfaktoren gerechnet und auberdem 
mit Erniedrigung der Pentosenmenge eine steigende Ungenauigkeit der 
Bestimmung in Kauf genommen werden. 


. 


EinfluB der Art des Erhitzens bei der Salzsiuredestillation. 


Wie oben schon erwahnt, wurden mit Xylose vergleichende Versuche 
dureh Erhitzen der Destillationskolben im Metallbad ausgefiihrt. Die 
Ergebnisse sind in der Tabelle VI zusammengestellt. 


Tabelle VI. 





Angewandte J ~ P 
Menge mg Furfurol Furfurolausbeute in °/5 J earner, tc 
X vlose Ree oh oly Paes a ee eG ss fe Se anaes tae ois 
mg theoretisch gefunden Einzelwerte |. Mittelwert Einzelwerte Mittelwert 
100,7 64,4 55,6 86,4 1,81 
101,0 64,1 56,4 87,9 | mi 1,79 | 
- eee oe a i. 80 
99,3 63,5 55,5 87.4 | 87,0 1,79 | 1,8 
97,2 62,2 53,7 86,3 1,81 


Die Furfurolausbeute betragt 87°, gegeniiber 85°, beim Erhitzen im 
Babotrichter und der Umrechnungsfaktor 1,80 anstatt 1,83. Die Unter- 
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chiede sind nur gering. Da bei Verwendung eines Babotrichters jedoch gut 
reproduzierbare Werte erhalten werden — Anwendung von etwa 75 bis 
200 mg Pentose vorausgesetzt -—, kann auf die umstandlichere Hafid- 
habung des Metallbades bei der Pentosendestillation verzichtet werden. 


Xylose + Arabinose. 


Es wurde weiterhin gepriift, ob sich Mischungen von Xylose und 
Arabinose in bezug auf die Furfurolausbeute anders verhalten als die 
Komponenten. Die beiden Pentosen beeinflussen sich jedoch gegenseitig 
nicht. Es wird innerhalb der Fehlergrenze die Summe der fiir jede 
Pentose errechneten Furfurolmenge erhalten. Auch die Farbe des 
Barbiturséureniederschlags der Mischung ist normal hellgelb gefarbt. 
Ein geringer Arabinosegehalt, bis zu 5°, der Gesamtpentosen, wiirde bei 
der Bestimmung von Xylose kaum einen Fehler bedingen. Die Zahlen- 
ergebnisse sind in der Tabelle VII aufgefiihrt. 


Tabelle VII. 





mg Furfurol 
entsprechend der angewandten 


es a oe Summe 
Xylose, F = 1,83 Arabinose, F = 2,32 
mg Xylose angewandt .. 103,3 56,5 
» Arabinose ,, 4 102,8 44,3 
, Furfurol gefunden .. 99,3 100,8 
mg Xylose angewandt .. 102,3 55,9 
.. Arabinose  ,, a 104,4 45,0 
» Furfurol gefunden .. 99,9 100,9 


Um eine Erklarung fiir das Absinken der Furfurolausbeute mit 
Erniedrigung der angewandten Pentosenmengen zu finden, wurden 
fallende Mengen einer frisch bereiteten 0,2°,igen Furfurollésung 
(Furfurol zur Margarinepriifung und D. A. B.6 von Schering) einmal 
direkt mit Barbitursiure gefallt und andererseits der Destillation 
unterworfen und nachher gefallt. Die Versuche ergaben jedoch kein 
eindeutiges Bild. Mit Erniedrigung der angewandten Menge an Furfurol- 
losung ging die durch direkte Fallung gefundene Furfurolmenge der 
angewandten Menge nicht dauernd proportional, sondern wurde ab 
30 bis 40 mg Furfurol immer kleiner. Dies stimmt mit den bei den 
Pentosen gemachten Erfahrungen iiberein und laBt als eine Ursache 
der verhaltnismaBig niedrigen Furfurolausbeute bei kleinen Pentosen- 
mengen die Unzulanglichkeit der Barbiturséurefallung erkennen. Ein 
andersartiger Verlauf der Primiarreaktion der Pentosenzersetzung in 
diesem Falle kann nur vermutet werden. Bei Anwendung von 80 bis 
100 mg Furfurol lieferten, wie zu erwarten, infolge Zersetzung die 
destillierten Lésungen um einige Hundertteile niedrigere Furfurolwerte 
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als die direkt gefallten. Fiir Furfurolmengen von etwa 60 bis 40 mg 
ergaben die destillierten Lésungen etwa gleiche Furfurolwerte wie die 
direkt gefallten und bei Mengen von etwa 30 bis 15 mg Furfurol iiber 
trafen die Furfurolwerte der destillierten sogar die der direkt gefillten 
Lésungen. Dieser Befund ist vorerst nicht zu deuten. Vielleicht sind 
Verunreinigungen des Furfurols die Ursache dieser Erscheinung. Die 
Versuche sind zunachst nicht fortgesetzt worden. 


Einflu8 von Hexosen auf die Furfurolausbeute bei der Bestimmung von Xylose 
und Arabinose. 


Ks ist bereits mehrfach gezeigt worden (14) (16), da8 bei der Barbitur- 
siuremethode Hexosen bzw. das bei der Sauredestillation entstehende 
Oxymethylfurfurol nicht stéren, da das Oxymethylfurfurol erst bei 
einer sehr hohen Konzentration, wie sie praktisch nicht in Frage kommt, 
gefallt wird. Auch B. Peter, H. Thaler und R. Tédufel (8) fanden bei 
Anwendung der Barbitursiuremethode praktisch keine Beeinflussung 
der Pentosenbestimmung durch Gegenwart von Glucose. Dagegen 
machten die genannten Verfasser die Beobachtung, daB bei Gegenwart 
von Lactose, Galaktose und Mannose bei der Barbitursiuremethode 
erniedrigte Furfurolwerte erhalten werden. Nach ihren bisherigen Ver- 
suchen ist vor allem an eine Zerstérung von Furfurol bzw. Unterbindung 
der Furfurolbildung durch die oben erwahnten Zuckerarten zu denken. 
Von Galaktose war es schon lange“bekannt, da®B sie zur Humifizierung 
neigt. Mit Mannose scheint dies auch der Fall zu sein. 

Fiir die Versuche wurden folgende Praparate der Firma Schering, 
Berlin, verwendet: Traubenzucker, reinst, wasserfrei, D. A. B. 6; Mannose, 
reinst; Galaktose ,,Kahlbaum*; Lavulose, reinst, kristallin. Pulver f. wiss. 
Zwecke. 

Die einzelnen Hexosen wurden zunachst jede fiir sich allein der 
Salzsduredestillation unterworfen und das Destillat mit Barbitursdure 
versetzt. In keinem der Destillate von Glucose, Mannose, Galaktose 
und Fructose fiel ein Niederschlag aus. Irgendwelche Unterschiede 
hinsichtlich Zersetzung u. dgl. scheinen zwischen den einzelnen Hexosen 
aber zu bestehen. Die mit Barbiturséure versetzten Destillate zeigten 
nach mehrstiindigem Stehen verschiedene Farbung. Die Destillate 
der Glucose waren griinlichgelb, die der Mannose und Galaktose orange- 
gelb und die der Fructose reingelb gefarbt. 

Um méglichst genaue Unterlagen fiir die Brauchbarkeit und 
Leistungsfahigkeit der Barbitursiuremethode bei qualitativ und quanti- 
tativ verschiedenartig zusammengesetzten Zuckerlésungen zu erlangen, 
wurden jeweils verschiedene Xvlosemengen mit verschiedenen Mengen 
der einzelnen Hexosen und auch mit Hexosengemischen zusammen 
destilliert und die Furfurolausbeute bestimmt. 





























Ausnutzung der Pentosen bei der biologischen EiweiBsynthese. I. 185 
40 my Tabelle VIII. Xylose + Glucose. 
ie die 
i. Furfurol Furfurolausbeute Umrechnungsfaktor 
’ liber Angewandte Angewandte re in %, Furfurol—Xy lose 
allten stinninenl pees Ln Pi jen Binzel- | Mittel-  Kinzel-  Mittel- 
t sind mg g tisch gefunden werte werte werte werte 
Die 
201,3 0,200 128,8  110,8 86,0 | 85.9 1,82 | 1 99 
200,0 0,200 1280 109,72 | 85,7 || %* 18. 1h-" 
: 200,3 0,400 128,2 | 111,3 86,9 |) oc; 1,80 | ; 
X ylose 199.3 0,400 127.5 110,27 |, 868 || 99  y’g9 | 1,80 
205,7 1,00 131,5 | 109,7 83,5 1,87 
ibion 204,7 1,00 130,9  108,1 82,6 1,89 
itur- 203,8 1,00 130,3 110,6 | 84,9 1,84 
hende 203,3 1,00 130.1  108,7 83,6 1,87 
Stee 202,5 1,00 129,5 108.7 84,0 1,86 
200,0 1,00 128,0 108.3 84,7 84.9 1,85 1.86 
mime, 199,7 1,00 127,8 | 108,4 84,9 i 1,84 ‘ 
n bei 199,3 1,00 127,5 | 108,3 85,0 1.84 
aioe 189,6 1,00 121.3 106.3 87,6 1,78 
Diiiagie 178,4 1,00 114,1 96,1 84,2 1,86 
vegen 176,2 1,00 112,7 93,8 83,3 1,88 
wart 158,2 1,00 101,2 83,4 82,4 1,90 
thode 103,2 0,202 66,0 56,8 | 86,0 | geo 1,82 1.82 
Ver- 99,9 0,203 63,9 54,9 || 86,9 |{ ° 1,82 nes 
dung 100,5 0,500 64,3 54,4 84,6 | 83.9 1,85 || 1.86 
nken 100,3 0,500 64,2 | 53,4 | 83,2 |) 1,88 |{ ~~? 
f ; 125,7 1,00 80,5 65,7 81,6 1,91 
rung 111,4 1,00 71,3 58,4 81,9 1,91 
109,6 1,00 70,1 58,0 82,7 1,89 
so 106,8 1,00 68,4 56,2 | 82,2 99.9 1,90 1.90 
ering, 103,5 1,00 66,2 55,2 83,4 — 1,88 “ 
nose, 103,2 1,00 66,0 54,3 82,3 1,90 
Wiss. 102,5 1,00 65,6 54,9 83,7 1,87 
100,8 1,00 64,5 51,6 80,0 1,95 
1 der 50,6 0,050 324 | 261 | 806 |i o5 | 194 |) 199 
saure 51,3 0,049 32,8 26,8 a oy aa esi oe ag = 
ktose 61,2 0,102 32,8 26,5 80,8 | 899 1,93 | 1 99 
ve 52,0 0,105 33,3 27,8 S55: it So EF ih 6 
soe 50.9 0,248 32,6 26,3 80,7 |). 1,93 |) ; 
cosen 51,5 0,251 329 | 260 | 790 || 9 | jog j 196 
gten 76,9 1,00 49,2 | 37,7 || 76,6 2,04 
Hate 54,8 1,00 35,1 28,6 81,5 1,91 
ir 53,8 1,00 34,4 25,1 73,0 2,14 
5 53,2 1,00 34,0 25,2 74,1 76,7 2,11 2,04 
52,9 1,00 33,7 28,4 84,3 1,86 
52,2 1,00 33,4 25,1 76,2 2,08 
_— 44,0 1,00 28,2 | 20,4 | 72,4 2,16 
anti- 
gwen 27,1 1,00 17,3 2,6 15,0 10,4 
ere” 26,9 1,00 17,2 4,2 24,4 6,4 
ngen 26,0 1,00 16,6 2,5 15,1 19.7 10,4 8.3 
men 24,9 1,00 15,9 3,8 23,9 he 6,6 2 
24.6 1,00 15,7 3.4 21,7 7,2 
24,0 1,00 15,4 2,8 18,2 8.6 
Biochemische Zeitschrift Band 299. 13 
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Am eingehendsten wurde der EinfluB der Glucose untersucht, da 
diese die wichtigste Hexose darstellt und die Xylose fast immer und 
meist in groBem UberschuB begleitet. Fiir die Arabinose wurde dic 
Furfurolausbeute nur bei Glucosezusatz bestimmt. 

Ergebnis. Bei Anwendung von etwa 100 bis 200 mg Xylose iibt 
der Zusatz der fiinffachen Glucosemenge praktisch noch keinen Einflut; 
auf die Furfurolausbeute aus, erst bei zehnfachem Glucoseiiberschu|; 
wird die Furfurolausbeute geringer (etwa 82°). Mengen von etwa 
50 mg Xylose, die schon allein eine erniedrigte Furfurolausbeute (etwa 
81°.) geben, ertragen die fiinffache Glucosemenge ohne weiteren Aus 
beuteabfall, jedoch wirkt der 20fache UberschuB bereits deutlich er 
niedrigend (etwa 77°). Noch kleinere Xylosemengen (etwa 25 mg) 
die an und fiir sich nur sehr ungenau zu bestimmen sind, kénnen bei 
sehr groBem Glucoseiiberschu8 nicht mehr erfaBt werden. 


Tabelle IX. Xylose + Mannose. 





mg Furfurol Furturolausbeute Umrechnungstaktor 


Angewandte Angewandte ; in °'9 vies Xylose 

Menge Xylose | Menge Mannose theore- il Einzel- — Mittel- Einzel-  Mittel- 
mg g tisch a a a werte werte werte werte 
205.7 0,105 131,6 111,0 84,4 1,85 
205,3 0,103 131,3 1089 83.0 83.7 1,89 | 1.87 
204,3 0,101 130,8  110,8 84,7 | — 1,85 | tik 
204,0 0,105 130,5 107,9 82,7 1,89 
201,1 0,201 128,7 | 101,2 78,6 |) 79.1 1,99 | 198 
201,4 0,206 128.9 1024 ff LO 
205.2 0,504 131,3 102,6 78,2 2,00 
204,6 0,502 130.9 102,2 78,1 78.3 2,00 | 9.00 
203,3 0,503 130,1 101,5 78,1 aint 2,00 | ia 
200,4 0,501 1283  101,1 78,8 1,98 
208,2 2,50 133,2 97,2 73,0 |) 74.5 214 || 919 
202,3 2.50 129,5 98,4 26:0 \{ °F 2:06 21? 
100,4 0,049 64,3 63,4 83,0 | 82.7 1,88 || 1 99 
100.4 0,050 643 | 63,0 | 824 {jf ~"" | 1,90 || 
101,0 0,100 64,6 51,6 79,9 |) f . ae" 
101,3 0,102 649 | 526) 81,0 || > | 9g jy 196 
100.6 0,249 64,4 47,6 73,9 |) 75.5 211 |) oo 
99,5 0,250 63,7 49,1 —e Hn 2 ie 
100,3 1,00 64,2 47,8 74,5 || 26 2,10 || o45 
100,3 1,00 64,2 45,8 mA i" 545° {4e"" 

is a aa GGA | 

52,7 0,050 88,7 | 26,4 78,4 |) 78.2 2,00 |) 2.0] 
51,0 0,056 32,6 | 25,4 | 780 || “* 2,01 || 
50,5 0,150 32,3 | 24,6 76,2 || ony 2,05 || 999 
50,4 0,151 82,2 | 23,8 | 73,9 |f ©” 213. i." 
51,2 0,500 32,8 22.6 68,9 |) "0.1 2,27 |) 599 
50.9 0,500 32.6 23,2 We 1f 17 219 ij @' 
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Tabelle X. Xvlose + Galaktose. 





Angewandte mg Furfurol Furfurolausbeut Umrechnungsfaktor 
Angewandte Menge in "/p Furfurol—X ylose 
onge Xvlose Gal: Se 
— — theore- | ofunden|| Hinsel- | Mittel- | Kinzel-  Mittel- 
mg g tisch anen werte werte werte werte 
206,6 0,101 132,1 113,2 85,7 | 1,82 
204,6 0,106 130,8 109.9 84,1 84.7 1,86 1.85 
203,4 0,101 130.1 1092 84.0 | 1,86 | 
200,9 0,101 128,5 109,2 85,0 1,84 
201,4 0,200 128,8 102,9 79,9 |) 79.9 196 |) 1.96 
201,2 0,200 128,7 102,8 foe fh 196 if ~* 
205,6 0,500 131,5 105,2 80,1 1) 1,95 
201,4 0,508 128,8 99,7 774 || 788 2,02 1,99 
196,2 0,505 1255 98,7 | 788 || 1,99 | 
99.8 0,052 63,9 53,3 88,4 1) -., 187 | 
fae fad oo oe » oe 
98,9 0,050 63,3 02,2 82,5 || 83,0 1.89 | 1,88 
105,9 0,100 67,8 56,6 83.5) 1,87 | 
re ¢ . 83,2 ot 88 
104,4 0,102 668 553 828 |{ 88 ig9 ; 18 
100,2 0,251 64,1 50,5 18,8 | 789 1,99 201 
100,0 0,252 64,0 19.6 77,5 || 202 | > 
514 0,025 82,9 25,8 78,4 | 79.9 1,99 |) 1 oe 
49,7 6,025 31,8 25,4 29,9 |f aie 196 i} - 
51,2 0,051 32,8 26,5 80,8 | 1,93 
50,6 0.052 32,4 26,3 81,2 79.8 1,92 1.96 
50,3 0,050 822 | 99 | 74 || 292 | 
49.4 0.151 31,6 21,2 67,1 Ls 20 1) 
3b, , 2p , 7 
49,5 O.149 31.7 22 3 70.4 { 68,8 2.22 j <20 


Tabelle XI. Xylose + Fructose. 





mg Furfurol Furfurolausbe ute Umrechnungsfaktor 
Angewandte Angewandte in “lo Furfurol—xX ylose 
Menge Xylose Menge Fructose theore- | ° Einzel- — Mittel- Einzel- | Mittel- 
mg g tisch gefunden werte werte werte werte 
201.1 0,102 128,6 109,7 85,3 || 85.1 1,83 | 184 
199,6 0,100 127,7 108,3 49 if ~~” RTE | ae 
201,4 0,202 128,8 109,2 84,8 | . 1,84 » 
7 8 » oe 
200,2 0,201 128,1 1080 844 | S46 = 9’g5 | 1,85 
200,1 0.500 128,0 110,7 a LSt i) 
~ 8 8 
199.1 0,500 127.4 1104 | 86,7 {| 866 j’3, | 1,81 


Die Bestimmung von 50 bis 200 mg Xylose wird jeweils von der 
halben Menge Mannose oder Galaktose praktisch nicht beeinfluBt. Eine 
gleich groBe bis 2! 9 bis 3fache Mannose- oder Galaktosemenge bewirkt 
ein merkliches Absinken der Furfurolausbeute (75 bis 78%), die bei 
10fachem Mannoseiiberschu8 noch weiter fallt (70 bis 74 %)). Je kleiner 
die Xylosemenge, desto gréBer ist verhaltnismaBig der Abfall. 


13* 
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Tabelle XII. Xylose + mehrere Hexosen. 
SLRS tee Waal ao Umrechnungs- a 
Angewandte engen an mg burturo ausbeute in %/, NP. a ul 
ER ae EL STE | Se = ke 
ilu- Man- jalak- ‘ruc- 
Xylose - — = oe theore- ge- Einzel- Mittel-  Einzel- Mitte! te 
tisch funden|) werte  werte werte werts 
mg g g g ot ar 
201,2 1,00 | 0,200 0,050 0,026 | 128,8 104,9) 81,5 || eo, 1,92 | 94 = 
200,9 1,00 0,201 0,050 0,026 128,56 1022 79,5 (°% 1,96 47" de 
200,5 1,00 0,100 0,100 0,101 | 128,3 103,38 80,5 || g4g 1,94 14 94 
199,3 1,00 | 0,101 0,101 0,101 127,5 103,56) 81,2 |f "1,938 | °*" oc 
100,7 | 0,200 0,050 0,051 ~ 64,5 | 53,2) 82,5 | 82.7 1,89 | 1.89 D 
100,6 0,201 0,051 | 0,052 64,4 | 53,4 || 82,9 4 °°" | 1,89 [f “> 
100,3 | 1,00 | 0,260} 0,100' — | 64,2! 53,1) 827 | 59 189 |1 1 9 dle 
101,1 | 1,00 0,249 0,100 - 4,7; 52,6) 81,3 {~~ || 1,91 |{°* he 
; a dle 
50,4 0,251 0,050 0,050 - 32,2 26,6: 82,6 || 99.4 1,89 | 1.90 sti 
49,7 0,250 0,051 , 0,051 — 31,3'| 26,2 | $2.1: 1{.°" eR Sel se 
50,3 — | 0,148/0,147 — | 32,2 23,6] 733 1245) 213 \o., ff Fe 
49,9' — | 0,149/0,150 — | 31,9 23,8] 74,6 |“ | 210 || “* wi 
un 
Tabelle XIII. Arabinose + Glucose. ‘el 
vo 
Angewandte mg Furfurol Furfurolausbeute Umrechnungsfaktor di 
Menge Angewandte 10 un 
Arabinose Menge Glucose cca: | aa = +++ sal 
theore- dia Einzel- — Mittel- Eivzel-  Mittel- 
mg g tisch gefunden werte werte werte werte De 
207,3 1,00 132,7 85,1 64,1 2,44 
204,1 1,00 130,5 86,1 66,0 | 2,37 | 
9 - pat 26 ; 9 
201,8 1,00 129,0 83,6 64,8 65,2 2.41 2.40 x 
201,7 1,00 129,0 82,5 64,0 2,44 saa 
173,6 1,00 111,0 73,2 66,0 | 2,37 | au 
160,1 1,00 102,4 67,7 66,1 2,37 ge 
108,4 1,00 694 41,3 59,5 2,62 a 
105.9 1,00 67,8 39.9 | 589 | 2.66 
104,6 1,00 66.9 41,2 61,6 59,4 2,54 2,63 = 
96.0 1,00 614 36,6 59,6 | 2,62 | 
92,5 100 | 592 340 57,4 2,72 FE: 
55,0 1,00 35.2 19,8 56,2 2,78 ak 
54,6 1,00 34,9 17,6 50,4 3,10 H 
50,7 1,00 32,4 16,4 50,6 3,09 ' 
45,4 1,00 29,0 10,3 35,5 4,41 ; se 
| sp 
Fructose beeinfluBt bei Einwaagen von etwa 200mg Xylose bis zu | ge 
2!/,fachem Uberschu8 die Furfurolausbeute nicht. Bei Einwaagen von ke 
etwa 200 mg Arabinose bewirkt die 5fache Glucosemenge einen geringen 
Riickgang der Furfurolausbeute, bei etwa 100mg Arabinose und Gl 
10facher Glucosemenge ist der Ausbeuteabfall noch gréBer und bei be 
etwa 50mg Arabinose und allerdings 20fachem Uberschu8 wird die we 
Ausbeute noch geringer. D 
i 
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Bei der Xylosebestimmung in Hexosengemischen beeinflussen sich 
offenbar die einzelnen Hexosen gegenseitig nicht. Die Furfurolausbeute 
unterschreitet den fiir die ungiinstigste Kombination X ylose —Hexosen- 
komponenten erwarteten Wert praktisch nicht, ja, die Ausbeuten lagen 
teilweise etwas héher als nach dem Verhalten der einzelnen Hexosen 
anzunehmen war. Die Ausbeuten betrugen bei den untersuchten Ge- 
mischen mit einer Ausnahme im Mittel etwa 82°, und der Mittelwert 
des Umrechnungsfaktors war 1,91. 

Allgemein ist zu bemerken, daB bei Hexosengegenwart eine mehr 
oder minder grofe Ungenauigkeit in Kauf genommen werden mub. 
Die Streuung der Einzelwerte ist eine gréBere als bei reinen Pentosen. 

Es seien noch einige Beobachvungen iiber Farbe und Beschaffenheit 
der Barbiturséureniederschlage erwahnt. Die Barbitursaéurefallungen sind 
bei reiner Xylose oder Arabinose rein hellgelb gefarbt und flockig. Die aus 
den Destillaten von Xylose und Glucose oder Arabinose und Glucose ent- 
stehenden Fallungen sind je nach der Glucosemenge von dunkelgelber bis 
-chmutzig-gelbgriiner, und die tiberstehenden Lésungen von dunkelgelber 
Farbe (7). Die Niederschlige sind feinkérnig und haften fest an der Glas- 
wand. Die Fallungen von Destillaten aus Xylose und Galaktose oder Xylose 
und Fructose sind hellgeib und floekig; bei Mannosezusatz sind die Nieder- 
schlage auch etwas dunkler gefarbt als normal. Die Barbitursaéurefallungen 
von Destillaten der Xylose mit mehreren Hexosen waren bei den Mischungen, 
die 1,0g Glueose enthielten, schmutzig-gelbgriin gefarbt. sonst hellgelb 
und flockig. Es verursacht also die Glucose die Verfarbung der Barbitur- 
saureniederschlage. Eine Neigung zu starkem Schaumen wahrend der 
Destillation zeigte sich nur bei gréBeren Mengen Mannose. 

Furfurol und Hexosen. 

Um das verschiedenartige Verhalten der einzelnen Hexosen bei der 
Xylosebestimmung zu erkliren, wurden einige Versuche mit Furfurol 
ausgefiithrt. Die Furfurollésung wurde sowohl direkt mit Barbitursdiure 
gefallt und das Destillat von 1,00 g Hexose (160 cem) zugesetzt, als 
auch zusammen mit 1,00 g Hexose destilliert. Es kamen je 50 ccm 
einer 0,2 °%,igen Furfurollésung zur Anwendung. 

Die Zugabe von Hexosedestillaten zur Furfurollésung bringt im 
Falle der Glucose und Mannose eine Erhéhung des Furfurolwertes gegen- 
iiber dem Nullversuch, bei Galaktose zeigte sich kein EinfluB. Die 
Hexosendestillate allein gaben, wie oben schon erwahnt, keinen Nieder- 
schlag mit Barbiturséure. Es ware denkbar, da von Destillations- 
produkten der Glucose bzw. Mannose Barbitursiureverbindungen 
gebildet werden, deren Menge so gering ist, daB sie innerhalb der Léslich- 
keitsgrenze liegt. 

Werden Furfurol und Hexose zusammen destilliert, so bewirkt 
Glucose wieder eine geringe Erhéhung des Furfurolwertes, wahrend 
bei Galaktose und noch mehr bei Mannose eine Erniedrigung des Furfurol- 
wertes eintritt. Mannose und Galaktose wirken also wahrend der 
Destillation irgendwie auf das Furfurol ein. Im Falle der Galaktose 
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Tabelle XIV. 





mg Furturol — 
SPF REL Es Be ek CE Ys oa om 
q y Furturol 
Einzelwerte | Mittelwerte in %/, 
' , . 97,7 oe 
Furfurol direkt gefallt ...........0..e00- an 97,5 
TS hsm 
— me eee. £5 | 99,0 | » 
= +- Glucosedestillat gefallt ....... | 99.9 99,5 1 20 
: 97. es 
" + Galaktosedestillat gefallt...... os 97,7 +. 0,2 
Oye 
ee m 96,7 i dl 
»  destilliert und gefallt ........... 96,7 | 96,7 
\ 96,4 | 
aS oF : 
| Glucose destilliert und gefallt | i 98,6 2,0 
aac 92, ‘ 2 
* t. Galaktose destilliert und gefallt ry 93,4 — 3,4 
a aeons | 96,4 | og 5 
Girekt weftllt ........05.% wees 96.4 ie 6,4 
; 8 bas 
+- Mannosedestillat gefallt ...... | ig 101,8 + 5.6 
paid a re { 93,4 aaarer 
a destilliert und gefallt ........... 94.1 93,8 
pe ee 90.6 ‘ 
5 +. Mannose destilliert und gefallt 9] 90,9 aoe, 


stimmen die gemachten Beobachtungen mit den Ergebnissen von 
B. Peter, H. Thaler und R. Tdufel (8) iiberein. Gleichartige Versuche 
mit Mannose wurden von den genannten Verfassern nicht ausgefiihrt. 
Nachdem der Zusatz von Mannosedestillat zu Furfurol den Furfurolwert 
erhéht, der Mannosezusatz bei der Destillation des Furfurols erniedrigend 
auf die Furfurolausbeute wirkt, sich also zwei Erscheinungen iiber- 
lagern, wird das bei der Destillation von Furfurol mit Mannose ent- 
stehende Defizit an Furfurol in Wirklichkeit noch gréBer sein. 

Sehr schwer zu erkliren ist im Falle der Glucose, wenn man von 
der Annahme einer Oxymethylfurfurolfallung absieht (14), die geringe 
Erhéhung der Furfurolausbeute sowohl bei Zugabe des Destillats zu 
Furfurol als auch bei der Destillation mit Furfurol, nachdem bei der 
Xylosebestimmung in Gegenwart von Glucose und unter gleichen 
Mengenverhiltnissen die Furfurolausbeute um einen ganz _ kleinen 
Betrag erniedrigt wird. Es miiBte denn eine Einwirkung der Glucose 
auf die Primarreaktion der Xylosezersetzung angenommen werden. 


Bestimmung des Furfurols durch Bromtitration. 


Wie oben angedeutet, wurden auch einige orientierende Versuche 


mit der von W./. Powell und H. Whittacker (9) angegebenen und von 





\ 


mM: 


u 
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('. Enders (11) verwendeten Bromtitrationsmethode angestellt. In 
einer Furfurollésung wurde durch direkte Titration der Furfurolgehalt 
bestimmt und zum Vergleich Salzsiuredestillate von Glucose, Mannose 
und Galaktose hinzugefiigt. AuBerdem wurde in den Hexosedestillaten 
der Bromverbrauch fiir sich allein bestimmt. Xylose wurde allein und 
zusammen mit Glucose destilliert und die Furfurolausbeute bestimmt. 

Die Titration wurde nach der von C. Enders angegebenen Vorschrift 
durehgefiihrt. Die Furfuroll6sung (50 c¢em einer 0,2 ° igen Lésung) bzw. 
das Destillat wurde auf 250 cem gebracht (Auffiillen mit 14°,iger Salz- 
siure) und jeweils 50cem davon zu einer Titration angewandt. Die ge- 
fundenen Furfurolmengen sind immer auf die urspriinglich angewandte 
Menge (enthalten in den 250 cem) bezogen. 


Tabelle XV. Titration der Furfurollésung. 
Angewandt: Je 50 ecem einer 0,2° igen Furfuroll6sung und die Salzsaure- 
destillate von je 1,0 g Hexose. 





. ieee: | BR .,. Galak- Furfurol Furfurol Furfurol 
od Gestilint Neues tose- + Glucose- + Mannose- + Galaktose- 
aia ee destillat destillat destillat destillat 
Gefunden | 103,2. 6,0 72 9,0 107,0 107.7 105,3 
mg Furfurol | 103.2. 8,4 9,6 8,4 108,0 106.4 104,7 


Tabelle XVI. Xylose und Xylose + Glucose. 





mg Furturol Furfurolausbeute Umrechnungsfaktor 


Angewandte Angewandte in °\9 
Menge Xylose Menge Glucose ——~~— eee Bema aE . 
; theore- - ; Kinzel- = Mittel- Einzel- — Mittel- 
mg g tisch gefunden werte werte werte werte 
200.9 128,5 109,1 85,0 | 1,84 | ‘ 
a ‘ io ee y 8 ge sO 
200,7 1284 1086 846 | % 195 | (1:86 
204,5 1,00 130,8 116,3 88,9 | 1,76 
202,6 1,00 129.6 116,4 89,8 88,6 1,74 1,76 
200,7 1,00 1284 1118 871 | 1,79 | 


Als Ergebnis ist festzustellen, dal die Salzsdiuredestillate von 
Glucose, Mannose und Galaktose Brom verbrauchen. Bei Mischungen 
von Furfurol mit Hexosedestillaten erreicht der durch den Hexose- 
destillatzusatz entstandene Mehrverbrauch an Brom nicht ganz die 
Héhe des Bromverbrauchs der Hexosedestillate. 

Mit Xylose allein wurde praktisch dieselbe Furfurolausbeute er- 
halten wie bei der Barbitursiuremethode. Bei Gegenwart von Glucose 
wird dagegen eine héhere Furfurolausbeute gefunden. Hexosen stéren 
also bei der Bromtitrationsmethode und tauschen eine gré8ere Pen- 
tosenmenge vor. 

Eine Méglichkeit, diese Stérung zu _ beseitigen, besteht nach dem 
Vorschlag Kullgreens darin, das Destillat nochmals zu destillieren, um das 
Oxymethylfurfurol zu zerstéren. Da aber die Destillation stetige Aufsicht 
und viel Zeit erfordert und die nochmalige Furfurolzersetzung einen weiteren 
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kleinen Unsicherheitsfaktor hineinbringt, ist der Vorteil der raschere: 
Ausfiihrung der eigentlichen Titration gegeniiber der gewichtsanalytische: 
Bestimmung ziemlich aufgehoben. Die oben gezeigten, bei der Salzsaure 
destillation der Pentosen in Gegenwart von Hexosen sich vollziehende: 
EKinwirkungen auf die Furfurolausbeute treffen fiir die Titrationsmethod 
in demselben Mae zu, sofern an der Destillationsvorschrift nichts geandert 
wird. 
Zusammenfassung. 

Bei der Auswah! der Methode zur quantitativen Pentosenbestim- 
mung wurde der Bestimmung des Furfurols durch Fallung mit Barbitur- 
siure aus verschiedenen Griinden der Vorzug gegeben. Ausschlag- 
gebend war die im Schrifttum verzeichnete Tatsache, da Hexosen bei 
dieser Methode nicht stéren sollen. Vergleiche mit einer bromometrischen 
Methode ergaben auch, daB die relativ rasch auszufithrende Furfurol- 
bestimmung durch Titration den Nachteil besitzt, daB die Anwesenheit 
von Hexosen, vor allem auch von Glucose, stért. Die waihrend der 
Destillation vor sich gehenden gegenseitigen Einwirkungen der Pen- 
tosen und Hexosen miissen auch bei den titrimetrischen Verfahren 
beriicksichtigt werden. ‘ 

Zur Pentosenbestimmung sind nach Méglichkeit 100 bis 200 mg 
Xylose oder Arabinose anzuwenden. Fir kleine Mengen unter 50 mg 
Lésungen von sehr geringem Pentosengehalt ergeben sich kleinere 
Furfurolausbeuten und, praktisch gesehen, gréBere Umrechnungs- 
faktoren, und die Genauigkeit nimmt ab. Eine Ursache der verhaltnis- 
maBig niedrigeren Furfurolausbeute bei kleinen Pentosenmengen ist in 
der Fallungsreaktion als solcher zu sehen. Die bekannte Tatsache, dab 
Xvlose eine bedeutend héhere Furfurolausbeute liefert als Arabinose, 
wird bestatigt. 

Bei Pentose-Hexosemischungen hangt die Furfurolausbeute sowohl! 
von der Menge der angewandten Pentose als auch von der Art und 
Menge der anwesenden Hexosen ab. Der EinfluB der Hexosen geht aber 
keinesfalls proportional ihrer Menge. Glucose scheint hauptsachlich die 
Primarreaktion der Xylosezersetzung zu_ beeintrachtigen; wahrend 
Mannose und Galaktose auch auf das gebildete Furfurol einwirken. 
Glucose und, soweit untersucht, auch Fructose, stéren praktisch nicht, 
im Gegensatz zu Mannose und Galaktose. Bei Anwendung der normalen 
Menge von etwa 100 bis 200mg Xylose beeinfluBt der Zusatz der 
fiinffachen Menge Glucose, der doppelten Menge Fructose und der 
halben Menge Mannose oder Galaktose, jedes fiir sich oder im Gemisch, 
die Furfurolausbeute praktisch nicht und man kann mit dem normalen 
Umrechnungsfaktor rechnen: fiir gréBere Mengen an Mannose oder 
Galaktose sind entsprechend héhere Faktoren zu benutzen. Bei kleineren 
Xvlosemengen macht sich der EinfluB der Hexosen noch starker stérend 
bemerkbar. Es ist allgemein festzustellen, daB die Genauigkeit der 
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Pentosenbestimmung bei Hexosenanwesenheit eine geringere ist und 
sich mit fallenden Pentosenmengen weiter verringert. 

Voraussetzung zur Erreichung der héchstméglichsten Genauigkeit 
bei der Pentosenbestimmung ist die Einhaltung aller fiir die gewahlte 
Arbeitsweise festgelegten Bedingungen bei der Destillation und Fallung 
und die Ermittlung und Kontrolle der Umrechnungsfaktoren durch 
Testbestimmungen mit reinen Zuckern. Fiir die Pentosenbestimmung 
in Zuckergemischen ist die Kenntnis der Zusammensetzung und der 
ungefaihren Mengenverhaltnisse der einzelnen Zucker erforderlich, um 
die entsprechenden Umrechnungsfaktoren benutzen zu kénnen. Dabei 
muB man sich aber im klaren sein, daB trotz Beachtung aller méglichen 
Einfliisse von Methylpentosen, Uronsiuren und Aldehyden ist hier 
abgesehen der Pentosenbestimmung in Gemischen wie Holzzucker- 
lésungen oder Sulfitablaugen eine gewisse Unsicherheit anhaftet. Dies 
trifft aber in gleichem Mae auf andere Zuckerbestimmungen in Ge- 
mischen zu, so auch auf die Bestimmung des reduzierenden und des 
vergarbaren Zuckers. 


Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft fiir die Ge- 
wahrung von Mitteln, die die Durchfiihrung dieser Arbeit erméglichten. 
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Uber die Verteilung des Reststickstoffs im Blute nach Eiweib- 
belastung und experimenteller Nierenlision. 
Von 
Lérant Sas. 
(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Kgl. Pézmany-Péte: 
Universitat in Budapest.) 


(Eingegangen am 26. September 1938.) 


In einer friiheren Mitteilung (1) wurde iiber das Verhalten de: 
Stickstoffkomponenten des Blutes mit besonderer Beriicksichtiguny 
des Verhaltnisses von Harnstoffstickstoff zum Reststickstoff sowoh| 
nach zweitigigem Hungern wie auch nach EiweiBbelastung berichtet 
Dieselben Untersuchungen erfolgten auch bei Hunden nach eine: 
geringfiigigen experimentellen Nierenlasion, die durch Uranvergiftung 
hervorgerufen wurde. Durch die Versuche gelang es, einen tieferen 
Einblick tiber die Harnstoffretention und iiber die Harnstoffbildung 
zu gewinnen. AnschlieBend sind weitere Untersuchungen iiber die 
Verteilung des Stickstoffs zwischen roten Blutkérperchen und Plasma 
ausgefiihrt worden, iiber die im folgenden berichtet werden soll. Von 
den bisher mitgeteilten diesbeziiglichen Versuchen schien mir die Arbeit 
von Cristol, Puech und Monnier (2) von besonderem Interesse. Die 
genannten Autoren haben sowohl bei Gesunden, wie auch bei Nieren- 
kranken verschiedenen Grades die Verteilung des Reststickstoffs 
zwischen den roten Blutkérperchen und Plasma untersucht und nach- 
gewiesen, da} bei normalen Individuen die Blutkérperchen etwa zweima! 
soviel Reststickstoff wie das Plasma enthalten. Der Verteilungsquotient 
Rest-N—Blutkérperchen , 3 8 ; 3 

, : ist also ungefahr gleich 2, im Mittelwert 2.25 
Rest-N—Plasma 
Bei Nierenfunktionsstérungen andert sich jedoch dieses Verhaltnis 
derart, da®B gleichzeitig mit der Erhéhung des Blutharnstoffwertes der 
Unterschied im Reststickstoffgehalt von Plasma und roten Blutkérper- 
chen sich verringert. Schon bei einer geringfiigigen Nierenlasion failt 
der Quotient unter 2: bei Funktionsstérungen stirkeren Grades bzw 


im uramischen Zustande (U = 250 mg®,) kommt diese Verringerung 
des Quotienten noch starker zum Vorschein: die Differenz im Rest- 
stickstoffgehalt der Erythrocyten und des Plasmas wird vollkommen 
ausgeglichen (Quotient 1), und schlieBlich sinkt bei noch schwererer 
N-Retention der Quotient sogar unter 1, so dab also das Plasma reicher 
an Reststickstoffen ist als die Blutkérperchen. 

Eine weitere Bearbeitung dieser Frage schien deswegen notwendig. 
weil in der Literatur die stdrksten Widerspriiche dariiber herrschen, wie 
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der Stickstoff oder die Stickstoffkomponenten unter physiologischen 
Verhaltnissen im Blute zwischen roten Blutkérperchen und Plasma 
verteilt sind. 


Schéndorf (3), der sich zuerst mit dieser Frage befaBte, fand zwischen 
Plasma und Blutkérperchen eine gleichmaBige Verteilung des Harnstoffs. 
Uber dieselben Ergebnisse berichteten Bang (4) und Scheel. Hingegen 
fand Aronsohn (5) in der Verteilung bedeutende Unterschiede. Nach 
Widals (6) Untersuchungen enthalt das Plasma mehr Harnstoff als die 
Blutkérperchen, und zwar konnte er in den letzteren 72 bis 80°, des Plasma- 
stickstoffs nachweisen. Nach Widal ist der Unterschied so gering, daB es 
vom praktisch diagnostischen Standpunkt gleichgiiltig ist, ob eine Harn- 
stoffbestimmung in Plasma oder in Vollblut vorgenommen wird. Falta 
und Richter-Quittner (7) fanden die Blutkérperchen vollkommen reststick- 
stofffrei und behaupteten, daB der im Blute vorhandene Reststickstoff 
unter physiologischen Zustinden sowohl im Hunger wie auch nach der 
EiweiBbelastung ausschlieBlich im Plasma sich befindet. Nur in pathologi- 
schen Fallen kénnen gelegentlich auch die roten Blutkérperchen Reststick- 
stoff enthalten. Marshall und Davis (8), Aszédi (9) und Gad Andresen (10) 
fanden den Harnstoff im Blute gleichmaBig verteilt. Hingegen wurde in 
der erwahnten Arbeit von Cristol, Puech und Monnier (11) bestatigt, da®B 
die Erythrocyten doppelt soviel Reststickstoff wie das Plasma enthalten. 
Steinitz und Simchowitz (12), die teils gesunde, teils kranke Individuen unter- 
suchten, haben in der Verteilung des Harnstoffs einen Unterschied fest- 
gestellt, der aber nur gering und nicht konstant war, so dafs sie es fiir un- 
méglich hielten, daraus irgendwelche diagnostische oder prognostische 
Schliisse zu ziehen. Barral (13) berichtete dariiber, daB der Reststickstoff- 
gehalt des Vollblutes stets héher als der des Plasmas ist. IJchimi (14) wies 


in den Erythrocyten 20 bis 38 mg®, Rest-N und 12 bis 28 mg®, U-N, im 
Plasma 14 bis 27 mg®,, Rest-N und 8 bis 18 mg®, U-N nach. 

Die endgiiltige Entscheidung dieser Frage hat nicht nur theoretische, 
sondern auch praktische Bedeutung. Wiirde namlich im Blute eine 
ungleichmaBige Verteilung der Stickstoffkomponenten stattfinden, so 
miiBte eine im Vollblut ausgefiihrte Untersuchung anders gedeutet 
werden als eine Bestimmung im Plasma oder im Serum. 


Methodik. Die Untersuchungen wurden an sechs Hunden von 9 bis 
27 kg Koérpergewicht in folgender Weise ausgefiihrt: Es wurden den Tieren 
nach 40 bis 48 Stunden langem Hungern 20 bis 25cem Bhut aus der V. saphena 
entnommen und in einem 40 mg Kaliumoxalat enthaltenden Kélbehen 
aufgefangen. Dann wurde zur Bestimmung des Volumens der roten Blut- 
kérperchen in zwei etwa 150mm langen Kapillarréhren nach Art der 
Kottmannschen Réhren Blut bis zur Marke aufgesogen, mit 2'/, °,igem 
Kaliumbichromat im Réhrehen verdiinnt und | Stunde lang bei 5000 Touren 
zentrifugiert. Aus dem nach 10 Minuten (f,;) und nach 1 Stunde (f,) ab- 
gelesenen Stande der Blutkérperchensaule (v7, und v,) konnte das korrigierte 
Blutkérperchenvolumen auf Grund der folgenden von Hirota (15) an- 
gegebenen Formel 


V ty ty 
ie £ 

















196 L. Sas: 


ermittelt werden. Ferner fiihrten wir sowohl im Vollblut wie auch in de: 
5 Minuten lang bei 5000 Touren zentrifugierten Plasma eine Reststickstot 
bestimmung aus. Nach erfolgter Blutentnahme erhielten die Tiere 500 


Fleisch ( 100 g Eiwei®B). 2 und 4 Stunden nach der EiweiBbelastung wurde 
den Tieren abermals Blut entnommen und in der oben geschilderten Weise 


verarbeitet. Bei zwei Hunden, von denen beim ersten eine geringfiigig: 
und beim zweiten eine méBige Urannephritis nach Dicksons (16) Vorschrifi 
(Dickson 1 und Dickson I1) hervorgerufen wurde, erfolgte in derselben 
Weise je ein Versuch nach 48 Stunden langem Hungern. 

Die Bestimmung des Reststickstoffs fihrten wir mit dem Halbmikro 
Kjeldahl-Vertahren nach Pregl mit dem Wagner-Parnasschen Apparate aus. 


Die Versuchsresultate sind aus der Tabelle | und II ersichtlich. 


Versuchsergebnisse. 


Aus den Tabellen ist zu ersehen, dai be'm Hunde unter physiologi- 
schen Verhaltnissen nach 40 bis 48 Stunden langem Hungern der Rest-N- 
Gehalt des Vollblutes héher ist als der des Plasmas, und zwar betragt 
der Unterschied im Mittel 9,82 mg, zwischen Blutk6rperchen und 
Plasma 18,74 mg. 2 Stunden nach der EiwcifBbelastung verminderte 
sich die Differenz auf 4,48 und-9,.40 mg, nach 4 Stunden auf 3,39 und 
6,53 mg. Es unterliegt daher keinem Zweifel, daB im Rest-N-Gehalt 
zwischen roten Blutkérperchen und Plasma nach der EiweiBbelastung 
ein Ausgleich stattfindet. In einem Falle erfolgte schon nach 2 Stunden 
vollkommener Ausgleich, und bei weiteren drei Fallen war der Unter- 
schied nach 4 Stunden so gering, daB wir auch hier einen beinahe voll- 
kommenen Ausgleich der Rest-N-Werte annehmen kénnen. Die letzt- 
genannten Verhaltnisse konnten wir auch bei den zwei mit Uran be- 
handelten Tieren im Hungerzustande feststellen. Dabei konnten wir 
beim zweiten mit héheren Urandosen behandelten Versuchstier einen 
stirkeren Ausgleich nachweisen. 

Der Reststickstoff weist also im Blute 49 bis 48 Stunden nach der 
letzten Nahrungsaufnahme eine ungleichmdPige Vertcilung zugunsten 
der Erythrocyten auf. Dieser Unterschied-im Rest-N-Gehalt der vroten 
Blutkérperchen und des Plasmas wird nach der FiweiBzufuhr ausgeglichen. 
In friiheren Untersuchungen haben wir aber festgestellt, daB die Rest- 
stickstoff- und Harnstoffstickstoffwerte im Serum nach der Eiweib- 
zufuhr eine steile Erhéhung erfahren, 10 bis 12 Stunden nach der Be- 
lastung den Kulminationspunkt erreichen, dann allmahlich abnehmen, 
aber erst nach etwa 40 bis 48 Stunden zum Ausgangswert abfallen 
Wir werden daher im Serum nicht nur 5—!0-—12 Stunden, sondern 
auch 20—30—35 Stunden nach der Eiweif$zufuhr noch bedeutend 
héhere Stickstoffwerte wie im Hungerzustande erhalten, und dem- 
entsprechend mu auch in denselben Zeitabschnitten die Verteilung 
des Reststickstoffs zwischen Erythrocyten und Plasma eine viel gleich- 
maBigere sein als dies nach einer Hungerpericde der Fall ist. Die durch 
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zahlreiche Autoren gefundene gleichmaBige Verteilung des Reststick 
stoffs zwischen roten Blutkérperchen und Plasma kann nur so erklart 
werden, da bei diesen Versuchen der EinfluB der Nahrung bzw. de: 
Eiweibzufuhr auf die Verteilung des Reststickstoffs wahrscheinlich in 
ungeniigendem Mabe beriicksichtigt wurde. Ferner zeigten die Ver 
suche, daB ein Ausgleich im Rest-N-Gehalt zwischen Erythrocyten 
und Plasma nicht nur nach EiweiBzufuhr, sondern auch nach eine: 
durch Urannephritis bedingten geringfiigigen oder maBigen Stickstoff- 
retention stattfinden kann. Dieser Ausgleich ist bei starkerer Retention 
in héherem Mabe vorhanden. Was die Verteilung des Stickstoffs an 
betrifft, diirfte es daher gleichgiiltig sein, ob die Stickstoffspeicherung 
im Blute infolge einer vermehrten Zufuhr oder infolge einer verminderten 
Ausscheidung zustande kam: In jedem Falle wird sich der Unterschied 


im Rest-N-Gehalt zwischen roten Blutkérperchen und Plasma —- der 


Zunahme des Reststickstoffs entsprechend — vermindern, bis schlieBlich 


ein vollkommener Ausgleich erfolgt. Eine spezifische Wirkung der 


Art der Stickstoffretention oder eine fiir die Niereninsuffizienz charak- 
teristische Permeabilitatsstérung der Erythrocyten muB also auf Grund 
dieser Untersuchungen abgelehnt werden. 


Zusammenfassung. 


Die an Hunden ausgefiihrten Untersuchungen zeigten, daB die 
Verteilung des Reststickstoffs zwischen roten Blutkérperchen und 
Plasma in hohem Mabe vom Stickstoffgehalt des Blutes abhangt. Den 
stairksten Unterschied finden wir nach einem zweitaigigen Hungern, 
wo wie bekannt der Rest-N-Gehalt des Blutes am niedrigsten ist. 
In diesem Falle war der Rest-N-Gehalt der Erythrocyten im Mittelwert 
um 18,74 mg héher als der des Plasmas. Bei Erhéhung des Reststick- 
stoffs findet ein Ausgleich in den Rest-N-Werten zwischen roten Blut- 
kérperchen und Plasma statt. Der Ausgleich erfolgt sowohl nach 
N-Zufuhr wie auch nach N-Retention. 


Literatur. 
1) Sas, diese Zeitschr. 282, 308, 1935; 290, 304, 1937. — 2) Cristol, 
Puech, Monnier, C. r. Soc. biol. 100, 531, 1929. — 3) Schéndorff, Arch. f. d. 
ges. Phys. 62, 332, 1896. — 4) Bang, diese Zeitschr. 72, 104, 1916. - 


5) Aronsohn, C.r. Soc. biol. 71, 346, 1911. — 6) Widal, ebenda 71, 492, 1911. 
— 7) Falta u. Richter-Quittner, diese Zeitschr. 100, 148, 1919. — 8) Marshallu. 


Davis, J. of biol. Chem. 18, 53, 1914. — 9) Aszdédi, diese Zeitschr. 146, 
343, 1924. — 10) Gad Andresen, ebenda 116, 266, 1921. — 11) Cristol, 
Puech, Monnier, |. ec. 2. — 12) Steinitz uu. Simchowitz, Klin. Wochenschr. 1929. 
Nr. I, S. 732. — 13) Barral, Précis d’anal. biol. clin. 2, 261, 1931. - 
14) Ichimi, Tohoku J. exp. med. 18, 276, 1929. — 15) Hirota, J. of Bio- 
physies 1, 233, 1925. — 16) Dickson, Arch int. med. 3, 375, 1909; 9, 
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Uber die Absorptionsspektren 
organischer Stoffe in konzentrierter Schwefelsiure. 
IV. Mitteilung: 

Heteroeyelische Verbindungen. 

Von 
Fritz Bandow. 

(Aus der Medizinischen Klinik der Universitat Freiburg i. Br.) 
(Eingegangen am 29, September 1938.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


Bei den heterocyclischen Stoffen ist besonders bei starker ver- 
wickelter Struktur die Angabe der hauptsachlich optisch wirksamen 
Teile des Molekiils, der Chromophore, nicht in ebenso einfacher Weise 
méglich wie bei den bisher behandelten Verbindungen. Die spektralen 
Erscheinungen sind entsprechend der Vielfalt der méglichen Aufbau- 
formen sehr verschiedenartig sowohl in den gebrauchlichen, schon 
haufiger untersuchten Lésungsmitteln, als auch in Schwefelsaure, in der 
neben den optischen Einfliissen auf das nicht oder nur wenig veranderte 
Molekiil besondere Reaktionen mit zugehérigen Anderungen im Absorp- 
tionsspektrum wirksam werden. Unsere Versuche miissen sich auf 
diesem ausgedehnten Gebiet noch starker als bisher auf eine Reihe ein- 
facherer Beispiele beschranken. Entsprechend unserer Aufgabe wurden 
stets die biologisch wichtigen Stoffe bevorzugt untersucht, so dal 
zusammen mit den Beispielen der vorangehenden Mitteilungen (1) (2) (3) 
ein einigermaBen wmfassender Uberblick iiber das optische Verhalten 
der einfacheren Naturstoffe in Schwefelsiure gegeben ist. Dabei ist 
zu beachten, daB die einfacher gebauten Verbindungen verall gemeinernde 
Schliisse auf verwandte Stoffe haufig zulassen. Dies ist bei zanehmender 
Verwicklung im Molekiilbau in immer geringerem Umfange mdglich: 
denn auf die Absorptionsspektren kénnen dann immer mehr verschiedene 
Teile des Molekiils EinfluB haben, und das gleiche gilt fiir den Reaktions- 
ablauf. Die GesetzmaBigkeiten, welche hier herrschen, sind schwer iiber- 
sehbar und noch nicht ausreichend bekannt. Es ergibt sich aber gerade 
bei den groBen Molekiilen die Méglichkeit zu besonders charakteristi- 
schen Spektralerscheinungen, deren Kenntnis fiir biochemische Frage- 
stellungen wichtig ist. Wir werden dafiir Beispiele in der folgenden, 
zunachst abschlieBenden Mitteilung ausfiihrlicher behandeln. In der 
hier vorliegenden Arbeit haben wir wieder zur systematischen Erganzung, 
die fiir alle allgemeineren Uberlegungen erforderlich ist, und die fiir 
Sonderfalle noch eingehender ausgestaltet werden miiBte, solche Stoffe 
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mit herangezogen, die mit den dargestellten biologisch wichtigen Ver 
bindungen chemisch verwandt sind, aber selbst keine unmittelbare 
Bedeutung fiir die Biochemie besitzen. 


H. Stoffe mit einfach heterocyelischen Fiinfringen. 


Um das in Abb. 1 wiedergegebene Schwefelséiurespektrum des Furans 
mit dem des zugehérigen Aldehyds zu vergleichen, ist auf Abb. 4 in Mit 
teilung I zu verweisen (1). Ebenso wie in anderen Lésungsmitteln ist auch 
in konzentrierter Schwefelsiure die Absorption des Furfurols sehr viel aus- 
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Abb. 1. Furan- und Indolabkémmlinge. 

1 Furan. 
- - 2 Brenzschleimsiiure. - 
—-+—-+ 3 Indol. 

4 Skatol. 

—- 5 Indikan. 
—-+— 6 Tryptophan. 
1 bis 6 in 96°) H,S Oy. 
7 Brenzschleimsiaure in 83°/, H; PO,. 





gepragter. Als Ursache ist ein Zusammenwirken der Aldehydgruppe mit 
den Doppelbindungen des Fiinfringes anzunehmen bzw. eine St6rung der 
Symmetrieverhialtnisse durch die Hinzufiigung dieser Gruppe. Ubrigens 
ist die Farbreaktion mit der Schwefelsaéure bei beiden Stoffen sehr ver- 
schieden stark. Dies entspricht vollkommen den Unterschieden im chemi- 
sehen Verhalten: Wahrend Furfurol durch Einwirkung starker Saéuren auf 
Kohlenhydrate gewonnen wird, ist Furan als sehr empfindlich gegen Sauren 
bekannt. Im Spektrum war bei Furfurol kein wesentlicher EinfluB auf Form 
und Starke der Absorption festzustellen, nur eine freilich erhebliche Ver- 
schiebung nach Langwellig; dagegen wird die Absorption des Furans durch 
die Einfiihrung in Schwefelséure in ihrem Gesamtverlauf sehr stark ver- 
andert und erhéht; in Alkohol gehért Furan zu den Stoffen, die oberhalb 
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2400 A nur sehwach absorbieren (4) (5) (6)!. Brenzschleimsaure gleicht in 
hrem spektralen Verhalten in konzentrierter und in nachtraglich ver- 
diinnter Schwefelséure wie auch in Phosphorsiure und in Wasser bzw. 
\lkohol (6) durchaus dem Furfurol (Abb. 1). Ein Unterschied besteht in 
der spektralen Lage. Die Hauptbande der Brenzschleimsaure liegt 200 bis 
300 A kurzwelliger als beim Furfurol. Bemerkenswert ist, da® bei Auf- 
losung von Brenzschleimsaéure in konzentrierter Phosphorséure ziemlich 
starke Selektivitaten im langwelligen Ultraviolett und Blau hinzutreten 
(Abb. 1). 
I. Indolgruppe. 

Von dieser Gruppe wurden mehrere biologisch wichtige Stoffe 
untersucht. Sie weisen schon in den gebrauchlichen Lésungsmitteln 
eine erhebliche Absorption auf. Besonders haufig wurde bereits das 
Spektrum des Tryptophans (= Indoylalanin) beschrieben, dessen 
selektive Absorptionsbande in der Nahe von 2800 A (7) (8) (9) (10) dem 
Indol- und nicht dem Alaninteil des Molekiils zugehért. 

Die Schwefelsdiurereaktion verlauft sehr verschiedenartig. Indol 
selbst zeigt nur einen Anstieg der Absorption nach Kurzwellig mit 
schwachen Selektivitaten, die nur als Stufen hervortreten (Abb. 1). 
Sein Spektrum ist also in Schwefelsiure weniger ausgepragt als in 
Wasser, wo eine kraftige Selektivitat bei 2720 A mit sehr steilem, lang- 
welligem Absorptionseinsatz entwickelt ist (5) (9) (11) (12). Indikan 
(= indoxylschwefelsaures Kalium, Firma Merck), das in Wasser eben- 
falls ein freilich erheblich schwacheres Maximum bei 2720 A aufweist, 
zeigt in Schwefelsiure zwei Banden (Abb. 1). Hier ist wieder ein 
Beispiel gegeben, das fiir die Gesamtbeurteilung des Schwefelsaure- 
einflusses wichtig ist: VerhaltnismaBig geringfiigige Veranderungen an 
einem Molekiil, welche die Absorption in nicht-angreifenden Lésungs- 
mitteln nicht grundsatzlich verandern, fiihren doch in Schwefelsaure 
wegen verschiedenartiger Umwandlungen zu vollkommen abweichenden 
Spektren; solche Einfliisse erschweren die Aufstellung von Regeln, 
sind aber vorteilhaft fiir die Entwicklung von Nachweisverfahren, die 
sich gerade auf derartige Besonderheiten aufbauen kénnen. Nach- 
trigliche Verdiinnung der Schwefelsiure bringt die langwellige Bande 
des Indikans zum Verschwinden. Die Auspragung des Spektrums geht 
mit dem Alter der Lésungen zuriick. Skatol (— Methylindol) und 
Tryptophan haben in Schwefelsiure Banden von ahnlicher Lage: 
es ist dabei zu beachten, da beim Skatol eine starke Verschiebung 
nach Langwellig gegeniiber Wasser vorliegt, wahrend dieselbe bei 
Tryptophan nur gering ist. Nachtragliche Verdiinnung der Schwefel- 
siure hat in beiden Fallen ebenso wie iibrigens auch bei Indol 


1 Wie in den friiheren Mitteilungen wird bei den Literaturnachweisen 
nur eine Auswahl gegeben; im iibrigen muB auf die Sammelwerke ver- 
wiesen werden. 
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keinen starken EinfluB (Verschiebung der 2900-Bande um 100 A naci) 
Kurzwellig). 

Die Indikanbande bei 3900 A ist besonders zu beachten, weil ihr: 
Lage mit der zum Nachweis in biologischem Material verwandten 
Schwefelsiurebande der Cholsiure beinahe iibereinstimmt. Bei solchen 
Messungen mu also die Anwesenheit von Indikan ausgeschlossen 
sein (13). Kine Unterscheidungsméglichkeit ist durch die nachtragliche 
Verdiinnung gegeben, da die Cholsiurebande recht bestandig ist und 
an Desoxycholsiure bei Verdiinnung sogar neu hervortritt, wie wir 
spiter ausfiihrlich berichten werden. Auch die Bestandigkeit diese: 
Bande gegen Alterung der Schwefelsiurelésung ist bei den Gallensaure 
lésungen viel gréBer als bei Indikan. 

Sehr bemerkenswert ist die starke griine Fluoreszenz, die Tryptophan 
in Schwefelséure entwickelt. Threr Starke nach ware sie zu empfindliche: 
fluorimetrischer Bestimmung wohl geeignet ; unter den von uns angewandten 
Bedingungen sind wenige y noch meBbar. Die ertorderliche Eindeutigkeit 
ist aber nach der bisherigen Kenntnis nicht gegeben, so daB diese Fluoreszenz 
reaktion ohne eingehende Vorarbeiten, deren Erfolg zweifelhaft ware, nicht 
anwendbar ist!. Auch Indikan und Skatol fluoreszieren in Schwefelsaéure 
kraftig. Indol dagegen nur maBig. Wie weit dies auf den Unterschieden 
der Absorption im Erregungsgebiet coder sonstigen Nebenumstanden ode: 
aber auf Unterschieden im Fluoreszenzvermégen beruht, kann ohne ein 
gehendere Untersuchung nicht entschieden werden. 


J. Purine. 

Die Purinkérper zeigen starke selektive Absorptionsbanden im 
Ultraviolett, deren Kenntnis Bedeutung fiir biologische Untersuchungen 
hat. Am bekanntesten ist die Bande der Harnsaure bei etwa 2850 A 
(7) (9), deren Lage deutlich, aber nicht stark von der Natur des Lésungs- 
mittels abhangt. Sie ist schon haufig in Kérperfliissigkeiten von ver- 
schiedener Bearbeitung beobachtet worden (15) (16) (17). Sie bildet viel- 
fach die beherrschende Absorption, da ihr molekularer Absorptionskoeffi- 
zient sehr hoch ist. Aus dem gleichen Grunde kann sie auch st6ren, wenn 
fiir besondere Aufgaben eine gute Lichtdurchlassigkeit im Ultraviolett 
erforderlich ist oder wenn aus der Absorption auf die stoffliche Zu- 
sammensetzung der betreffenden Lésung geschlossen werden soll. Man 
hat den Ausweg versucht, von der gemessenen Kurve den Betrag der 
Harnsaureabsorption entsprechend dem gesondert bestimmten Harn- 
siuregehalt abzuziehen (18). Man kann die Harnsdure auch aus- 
wahlend fermentativ abbauen, so daB die Restabsorption ohne weiteres 
meBbar wird unter Beriicksichtigung der nur geringen Absorption, 
welche der Fermentzusatz bedingt (19). 


‘ Halb qualitativ wird eine Reaktion schon lange verwandt, bei der 


Schwefelsiure mit Glyoxylséurezusatz auf Tryptophan einwirkt (14). 
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Die Bande der Harnsaure (= 2, 6, 8-Trioxypurin) ist ohne wesent- 
liche Anderungen gegeniiber der sonstigen Kenntnis auch in kon- 
ventrierter und in nachtraglich verdiinnter Schwefelsiure zu beobachten 
Abb. 2). Sie wird also durch einen nur wenig beeinflu8 baren Chromophor 
hervorgerufen. In Abb. 2 sind ferner die Schwefelsiurespektren von 
Hypoxanthin (= 6-Oxypurin), Guanin (== 2-Amino-6-Oxypurin) und 
Adenin (= 6-Aminopurin) wiedergegeben. Die breite, schwach ge- 
gliederte Hauptbande des Guanins 1iBt das Vorhandensein zweier ver- 
schiedener Chromophore vermuten; ob das damit zusammenhangt, dal 
hier eine gemischte Substitution vorliegt, 


kann noch nicht entschieden werden. Die Irex one 
Wirkung von nachtraglicher Verdiinnung ’ 
der Schwefelséiure ist in jeder Hinsicht ge- 
ring. Es ist aber bemerkenswert, daB bei 
einigen Purinen im Gegensatz zu dem iiber- 
wiegenden Teil der sonstigen Erfahrungen 
durch die Verdiinnung der Schwefelsaure 
mit Wasser eine Verschiebung nach Lang- 
wellig um einen nicht groBen, aber sicher 
feststellbaren Betrag eintritt (etwa 40 A bei 


Verdiinnung auf 62°, H,SO,). Harnsaure pe le Seen | ee & 
> ‘ 2400 2800 200 4 











' Oe 5a Si amomke  ¢ > ] 
selbst zeigt im Gegensatz zu den drei inet, tiie. 
‘ re Ts . > > i > il ie 
anderen untersuchten Purinen fiir die 1 Harnsiiure. 
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kommenden Bande bei 2900 A regelrechtes 4 Hypoxanthin. 


5 Alloxan. 


Verhalten, also Verschiebung nach Kurz- xan. 
1 bis 5 in 96°)» 


wellig mit abnehmender H,SO,-Konzen- H. SOx. 
20U%4 4 
‘ . P y ne ~¢ - 6 Harnsdure in 62 °/9 
tration (60 A bei Verdiinnung auf 62°): “aa, on 


die weniger genau untersuchte Bande an der 

Grenze unseres MeBbereichs sowie das Minimum bei 2500 A riicken 
dagegen merklich nach Langwellig. Die Kenntnis dieser bei den 
Purinen vorliegenden Abweichungen von dem Regelverhalten kann 
gegebenenfalls zur Beurteilung einer gefundenen Absorptionsbande 
mit herangezogen werden. 


Besonders hervorgehoben sei, daB sich Harnsaéure in konzentrierter 
Schwefelséure im Gegensatz zu Wasser leicht auflést; eine Konzentration 
von 100 mg®% ist ohne weiteres zu erreichen. Dies ist die héchste von uns 
untersuchte Harnsiurekonzentration. Die Bestimmung der Absorptions- 
koeffizienten der Maxima wurde bei 5 bis 10 mg®% ausgefiihrt. Es ist ja bei 
unserer MeBweise erforderlich, die Konzentration einer Lésung je nach der 
Starke der Absorption verschieden zu wihlen, um die Ablesepunkte in 
einem giinstigen Schichtdickenbereich zu erhalten. Die gezeichneten Kurven 
sind vielfach aus Messungen bei mehreren verschiedenen Konzentrationen 
ermittelt. Abweichungen vom Beerschen Gesetz waren im allgemeinen 
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nicht in einem storenden Ausmas zu beobachten; es ist aber selbstverstan 
lich notwendig, sie fiir besondere Aufgaben genauer zu priifen und 7 
beriicksichtigen. 

An dieser Stelle sollen noch zwei Abbauprodukte der Harnsaure by 
sprochen werden. Alloxan zeigt auBer der in Abb. 2 wiedergegebene: 
Absorption noch eine selektive Bande bei 4050 A, die aber wegen ihr 
geringen Hoéhe nicht mitgezeichnet ist; log k betragt am Maximum nu 
+ 0,35; log k, gerechnet gegen das Minimum bei 3350 A, 0,45. Di 
Wirkung von nachtraglicher Verdiinnung der Schwefelsaéure ist sehr stark, 
indem nur ein steiler kurzwelliger Absorptionsanstieg erhalten bleibt 
Alloxan unterscheidet sich in dieser Hinsicht also stark von den vier Purinen 
die wir vermessen haben. Der biologische Abbau der Harnsaéure unter dei 
Wirkung der Uricase, dessen Anwendung weiter oben erwahnt wurde. 
fiihrt zu Allantoin, das gesattigter Natur ist und dementsprechend keine 
erhebliche Absorption oberhalb 2500 A aufweist, auch nicht in konzentrierte: 
Schwefelsaure, die nur eine geringfiigige Verlagerung der Absorption nach 
Langwellig bedingt. Umgekehrt ergibt nachtragliche Verdiinnung de: 
Saure — wie gewohnlich — eine maéBige Verschiebung nach Kurzwellig. 


K. Pyrrolfarbstoffe. 


Allgemeines. Die auBerordentlich groBe biologische Bedeutung 
zahlreicher Pyrrolfarbstoffe ist bekannt. Zu ihrem Nachweis im Organis- 
mus und seinen Ausscheidungen sind verschiedene Verfahren aus- 
gearbeitet worden, mit denen es gelingt, zu chemisch eindeutig be- 
stimmten, durch Schmelzpunkt, Kristallform, Léslichkeit, Reaktions- 
weise gekennzeichneten Stoffen zu gelangen. AuBerdem haben fiir 
Reihenuntersuchungen und in all den zahlreichen Fallen, in denen im 
Ausgangsmaterial nur sehr wenig Farbstoff vorhanden ist, die auf die 
chemischen Forschungen gestiitzten optischen Verfahren eine umfang. 
reiche und wohl begriindete Anwendung gefunden. Dabei werden die 
Spektren der Absorption [Zusammenfassung fiir klinische Aufgaben 
siehe bei (20) (21)] oder der Fluoreszenz [Zusammenfassung (22)] unter- 
sucht. Vielfach werden auch kolorimetrische bzw. fluorimetrische 
Messungen zu quantitativen Bestimmungen verwandt, bei denen ohne 
spektrale Zerlegung der Absorption oder Emission gearbeitet wird ; doch 
ist zur Entwicklung der Verfahren die Kenntnis der Spektren un- 
entbehrlich. Auch bei den chemischen Arbeiten, durch welche der 
Aufbau der Pyrrolfarbstoffe geklart worden ist, wurde Beobachtung 
der Spektren hauptsichlich im sichtbaren Bereich laufend mit 
verwandt [siehe z. B. B. (23) (24)]. 

Bei den Farbstoffen mit Porphinring, in dem vier Pyrrolkerne 
durch Methinbriicken zu einem Ringsystem verbunden sind, treten 
Spektren auf, welche im Sichtbaren reichlich Struktur zeigen und daher 
zur Untersuchung der feineren Zusammenhange mit der Konstitution 
und dem Lésungsmittel besonders geeignet sind (25). In dem uns 
hauptsachlich beschaftigenden Spektralbereich, der von etwa 2400 bis 
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5000 A sich erstreckt und in seinem gréBten Teil der unmittelbaren 
Beobachtung mit dem Auge entzogen ist, sind die Spektren weniger 
stark gegliedert. An der Grenze zwischen dem Sichtbaren und Ultra- 
violett in der Nahe von 4000 A liegt die Hauptbande der Porphyrine 
und verwandter Pyrrolfarbstoffe. Sie ist schon sehr haufig untersucht 
und besonders auch bei biologischen und klinischen Fragenstellungen 
zum empfindlichen Nachweis benutzt worden (26). Bei den von uns 
untersuchten Beispielen sind die spektralen Anderungen durch Ein- 
bringen in konzentrierte Schwefelsiure verhaltnismaBig gering und 
betreffen nicht den Gesamtbau des Spektrums. Einfache Sulfurierung 
der Porphyrine [vgl. dazu (23), 8. 554ff.] sowie die sonstigen Reaktionen 
bedeuten also nicht Eingriffe in das innere, fiir die Spektralform maBb- 
vebende Ringgefiige, sondern nur Anderungen im Bereich der auBeren 
Gruppen, die wohl auf die Lage und Starke der Banden einen gewissen 
EinfluB haben, weniger aber auf die Gesamtgliederung des Spektrums. 
Die sichtbaren Banden verschiedener Porphyrine wurden friiher bereits 
in konzentrierter Schwefelsaure untersucht (20) (23). 

Andere Verhaltnisse liegen beim Chlorophyll [vgl. z. B. (27)] und 
seinen im tierischen Organismus auftretenden Abbauprodukten vor. 
Hier ist vor allem der Ausfall der starken, langwellig-roten Bande bei 
Auflésung in konzentrierter Schwefelsiure bemerkenswert, welche fiir 
diese Stoffgruppe besonders bezeichnend ist. Wir haben uns hier auf 
einige grobe Beispiele beschrianken miissen und gehen auf die genauere 
Festlegung der in Betracht kommenden Stoffe nicht ein. 

Ebenso haben wir auf dem Gebiet der Pyrrolfarbstoffe mit einer 
offenen Kette von Pyrrolkernen bisher nur wenige Messungen angestellt, 
welche einen ersten Einblick vermitteln. Allgemein ist zu sagen, dal 
die Spektren dieser Gruppe in allen Lésungsmitteln weniger ausgepragt 
und besonders auch strukturarmer sind als bei den Porphyrinen. 
Ubrigens ist die chemische Aufklarung dieser Stoffgruppe, die im Orga- 
nismus in sehr verschiedenen Formen vertreten ist und vor allem die 
Gallenfarbstoffe umfaBt, noch nicht so weit abgeschlossen wie bei den 
Verbindungen mit Porphinring (23). 


Ergebnisse. 

Porphyringruppe. Die Schwefelsiurespektren reiner Porphyrine 
weichen nicht wesentlich von den sauren Spektren ab, die man z. B. 
von Salzsdurelésungen her kennt. Wir untersuchten Atio-, Kopro-, 
Proto- und Hamatoporphyrin. Die Absorption von Atioporphyrin, 
das bekanntlich besonders einfache Substituenten an den AuGenstellen 
der Pyrrolkerne tragt, wird durch Schwefelsiure nur wenig beeinfluBt 
(Abb. 3); sichere Unterschiede in der Lage der Hauptbande bei 4000 A 
kénnen wir fiir 96-, 62- und 5% ige H,SO, und 5%ige HCl iiberhaupt 
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nicht feststellen!. Spektroskopisch wurden fiir die starkste Bande in) 
Sichtbaren folgende Wellenlingen ermittelt: 96°, H,SO, 5470 A 
62% 5460 A, 5°, (wie die 62°, durch nachtragliche Verdiinnung des 
Ansatzes in konzentrierter Saure mit Wasser hergestellt) 5450 A: dic 
Unterschiede iiberschreiten nur knapp die Nachweisgrenze und liegen 
iiberdies in dem Bereich der Verainderungen, die man z. B. an HC! ver 
schiedener Konzentration beobachtet. -- Ebenfalls gering sind dic 
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Abb. 3. Pyrrolfarbstoffe in 96° » Ho SO,. 
1 Atioporphyrin. 
— 2 Hiamin. 
—-: - 8 Chlorophyllabbaustoff (siehe Text). 
4 Bilirubin. 


5 Harnfarbstoff (siehe Text). 


Verschiebungen bei Koproporphyrin, welches vier Propionsaurereste 
neben vier Methylgruppen als Substituenten enthalt. Es kann wegen 
seiner regelmaBigen Ausscheidung im Harn und Stuhl, deren Betrag 
vom Krankheitszustand abhangt, als wichtigstes der Porphyrine be- 
trachtet werden, die der menschliche Organismus bildet. Wir priiften 
ein Reinpraparat sowie Ansitze, die wir aus dem Harn einer an Por 
phyria acuta erkrankten Frau herstellten, und ermittelten durch- 
schnittlich eine Verschiebung um nur 20 A in 96°% H,SO, gegentiber 
5°, HCI [vgl. schon (23), 8.478 und (20), 8.264)]. Anders verhalt sich 
Protoporphyrin, in dem zwei Propionsdure- und vor allem zwei un 
gesittigte Vinylgruppen als Substituenten auftreten: Die Hauptbande 
st an sich deutlich breiter und mehr Jangwellig gelegen als bei den 


1 In diesem Spektralbereich liegt unsere Nachweisgrenze fiir eine 


Bandenverschiebung bei etwa 20 A. 
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underen genannten Porphyrinen. In konzentrierter und in nachtraglich 
auf die Halfte verdiinnter Schwefelsaure ist ihr Maximum auf 4150 A, 
also um rund 100A nach Rot verschoben gegeniiber 5°,iger HCI. 
Noch gréBer ist der SchwefelsaureeinfluB auf Hamatoporphyrin (Nord- 
markwerke, Hamburg). Der Unterschied betrigt fiir die 4000- und die 
sichtbaren Banden bei Ansatz in 3- bzw. 96° jiger H,SO, reichlich 
150 A und bleibt bei entsprechender nachtraglicher Verdiinnung der 
konzentrierten Siure in der Hauptsache bestehen, was das Eintreten 
einer wirklichen Reaktion anzeigt. Es treffen hier zwei gleichgerichtete 
Vorginge zusammen: Die Entstehung eines neuen, bei nachtraglicher 
Verdiinnung der Schwefelsiure bestindigen Stoffes mit mehr lang- 
welliger Bandenlage [Protoporphyrin: vgl. hierzu (23), 8. 417 und 8. 480, 
FuBnote] und die in ihrer Auswirkung weniger starke Rotverschiebung 
der Banden dieses Stoffes unter der Einwirkung der konzentrierten 
Schwefelsaure. 

Weitere in Betracht kommende Reaktionen (z. B. Rhodinbildung) 
gewinnen unter unseren Versuchsbedingungen offenbar keine entscheidende 
Bedeutung, werden aber doch merklich. Der Reaktionsverlauf hangt von 
der Zeitdauer der Schwefelséiureeinwirkung (und der Temperatur) ab; es 
besteht auch ein EinfluB auf die Gesamthéhe der Absorption. Das Fluo- 
reszenzvermogen wird durch kurzdauernde Schwefelséureeinwirkung nicht 
wesentlich verindert. Genauere Messungen sind bei den Porphyrinen mit 
erheblicher spektraler Verschiebung der Emission nicht ohne weiteres 
méglich, da bei Photometrierung der Fluoreszenzhelligkeit am Stufen- 
photometer mit Filter L I die spektrale Empfindlichkeitskurve des Auges 
EinfluB gewinnt. 


Porphyrinbildung bestimmt auch das Schwefelsiurespektrum von 
Haimoglobin. Bei Auflésung von gut gewaschenen Hammelblutkérper- 
chen erhielten wir die Hauptbande der Absorption bei 4050 A, die 
starkste sichtbare Bande bei 5520 A, beide ohne erhebliche Verschiebung 
bei nachtraglicher Verdiinnung mit Wasser. Als Abweichung von dem 
Porphyrinspektrum ist zu bemerken, da$ das Minimum der Absorption 
im kurzwelligen Ultraviolett weniger tief ist; es tritt sogar bei 2850 bis 
2900 A eine mabig starke, selektive Bande auf (Eiweib). Die ent- 
stehende rote Fluoreszenz erweist bei spektrographischer Aufnahme 
ebenfalls die Bildung von Porphyrin. Das Fluoreszenzvermégen der 
Blut-Schwefelsaurelésung bleibt hinter dem von Porphyrinlésungen 
zuriick, was jedenfalls mit den sonst noch aus dem Hamoglobin ent- 
standenen Stoffen zusammenhaingt. — Die Freisetzung von Porphyrin 
aus dem Blutfarbstoff durch Schwefelsiure ist als Blutprobe bekannt 
[vgl. (20), 8.194]. Bei der Reaktion erfolgt Abtrennung der Porphyrin- 
Kisenverbindung vom EiweifS wie allgemein bei der Einwirkung von 
Sauren und darauf Abtrennung des Eisens von dem Farbstoff. Spaltung 
der Porphyrin-Metallkomplexe durch konzentrierte Schwefelsaure 
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erfolgt bei der Mehrzahl dieser Verbindungen (28). Wir bringen i: 
Abb. 3 das Schwefelsaurespektrum eines kauflichen Hamins. Durc! 
die Form des Spektrums, die besonders auch in dem nicht gezeichnete: 
sichtbaren Bereich kennzeichnend ist und durch das Auftreten von 
{otfluoreszenz und ihre spektrale Verteilung ist wieder die Bildung 
von freiem Porphyrin bewiesen. Die sichtbaren Banden liegen bei 
5550 und 6010 A mit fiir ein saures Porphyrinspektrum normale: 
Intensitatsverteilung: die Gesamtfarbe der Lésung und ihre gedriickte 
Fluoreszenz zeigen freilich an, daB auch noch andere Stoffe entstanden 
sind. 

Chlorophyllgruppe. Chlorophyll selbst wurde nur an einer in ein 
fachster Weise hergestellten und nicht weiter gereinigten Lésung unter 
sucht, deren kurzwellige Absorption keine stark hervortretende Bande 
aufweist und noch nicht geniigend geklart ist. Das wichtigste Ergebnis 
wurde bereits oben erwaihnt: Die starke Bande im langwelligen Rot, 
welche die griine Farbe bedingt und fiir die photochemische Leistung 
in der Pflanze wichtig ist, wird durch Uberfiihrung in konzentrierte 
Schwefelsaure zerstért. Zu dieser Feststellung haben wir uns _ nicht 
mit Beobachtungen am GittermeBspektroskop begniigt, da in diesem 
Bereich der Abfall der Empfindlichkeit des Auges bereits stéren kann. 
Wir haben Absorptionsmessungen am Stufenphotometer mit der Reihe 
der S-Filter durchgefiihrt. Bis zu dem auBersten Filter, welches fiir 


das Auge noch verwendbar ist (S 75), ist in schwefelsaurer , ‘hlorophyll*- 
Lésung keine Selektivitat erkennbar. Die Absorption steigt stark nach 
Kurzwellig an; dementsprechend ist das Griin der alkoholischen Lésung, 
welche mit Filter S 66,6/63,5 ein deutliches Absorptionsmaximum 
ergibt, in ein Braun-Schwarz tibergegangen. Auch bei nachtraglicher 
Verdiinnung der Schwefelsiure mit dem gleichen Volumen Alkohol 
tritt keine Selektivitat im Sichtbaren hervor. ° 


Die Fluoreszenzbeobachtung liefert ein entsprechendes Ergebnis. 
Spektrogramme zeigen zwar neben der fiir das Auge tiberwiegenden, mabig 
starken, griinlichen Emission noch einen selektiv hervortretenden Anteil 
in dem Gebiet der normalen Chlorophyllfluoreszenz an (langwellig von 
6500 A), ihre Starke ist aber auBerordentlich geschwacht, wenn man sie 
mit der ganz iiberwiegend roten, starken Emission der alkoholischen Aus- 
gangslésung vergleicht. 

In Abb. 3 ist das Schwefelsiurespektrum eines Chlorophyllabbau- 
produktes aufgezeichnet, das nach bekannten Verfahren in folgender 
Weise gewonnen wurde: Hammelkot, Auszug mit essigsaurem Ather, 
Waschen, Entfernung der Porphyrine mit 5°%iger HCl, schlieBlich 
Auszug der Chlorophyllabbaustoffe (hauptsaichlich Probophorbid) mit 
hoher Salzsiurekonzentration. Riickiiberfiihrung derselben in Ather: 
nochmals Auszug mit 5°%iger HCl zur Entfernung von Porphyrin- 
resten, die im ersten Versuchsgang nicht abgetrennt wurden; Waschen 
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des Athers mit Wasser. Vorsichtiges Eindampfen (wenige Grad iiber 


Zimmertemperatur) und Aufnahme des Riickstandes mit konzentrierter 
Schwefelsaure. Das nach einem Tag aufgenommene Spektrum zeigt die 
normale Hauptbande der Pyrrolfarbstoffe in guter Ausprigung und 
verhaltnismabig langwellig gelegen: sie ist bereits in das spektroskopisch 
gut zugangliche Gebiet geriickt. Nachtragliche Verdiinnung mit Wasser 
(gleiches Volumen) bedingt keine sicher meBbare Verschiebung. In 
Ather liegt die Bande bei 4130, in 25° iger HCl bei 4230, in 5° iger 
HCl bei 4150 A. Als bemerkenswerter Unterschied gegentiber Chloro- 
phyll ist zu verzeichnen, daB die starke langwellige Rotbande unter 
deutlicher Verschiebung noch weiter nach Langwellig auch in kon- 
zentrierter Schwefelsaure erhalten bleibt. 

In Ubereinstimmung mit dem Absorptionsbefund wird die rote Fhu- 
oreszenz durch konzentrierte Schwefelsaure nicht zerstért. Dabei ist wieder 
wegen der langwelligen Lage der Emission die photographische ‘Untersuchung 
mit Platten von geeigneter Empfindlichkeitsverteilung der Beobachtung 
mit dem Auge iiberlegen. 

Die eingehendere Besprechung dieser Ergebnisse soll wegen des geringen 
Umfangs unserer eigenen Versuche auf diesem Gebiete unterbleiben; sie 
wirde die Ausdehnung der Messungen auf eine gréBere Anzahl rein dargestellter 
K6érper erfordern. Es sei nur nochmals der wichtige Unterschied im Ver- 
halten der selektiven Rotabsorption und -fluoreszenz bei Chlorophyll und 
Phorbid hervorgehoben. Wegen der bisherigen Kenntnis auf diesem Cebiet 
val. die friher angegebenen Stellen sowie (29). 

Gallen farbstoffe. Das Schwefelsiurespektrum von Bilirubin (Ho/f- 
mann-La Roche) zeigt Abb. 3*. Das maBige Maximum bei 4700 A ist 
durch Verdiinnung im gleichen Volumenverhaltnis nur wenig beein- 
fluBbar, riickt aber bei starker Verdiinnung mit Wasser (1: 20) bis in 
den Bereich um 4000 A. Die gegeniiber sonstigen Lésungsmitteln 
[z. B. (21), 8. 149] erhebliche Abflachung des Absorptionsverlaufs laBt 
auf eine tiefergreifende Umwandlung des Molekiils schliefen!. Ein 
wesentlich anderes Verhalten zeigt ein weiterer Farbstoff dieser Gruppe, 
dessen wohlausgeprigte Bande bei 4900 A in ihrer Lage und Starke nur 
wenig von der Natur des Lésungsmittels abhangt. Es handelt sich um 
den im Schrifttum mehrfach erwahnten, vermutlich dem Urobilin 
verwandten Stoff, der bei der Aufarbeitung von Harn zur Porphyrin- 
anreicherung und -abtrennung in den Salzsdureausziigen aus der ur- 
spriinglichen Atherausschiittelung auftritt. Das Absorptionsmaximum 
verschiebt sich durch die Einbringung in konzentrierte Schwefelaure 
nur um 50 A gegeniiber 5° iger HCl. Fiir solche Versuche werden die 


* Vgl. die Reaktion mit konzentrierter Salzséure, deren Absorptions- 
wirkung im Sichtbaren untersucht worden ist (30); vgl. ferner (31). — 
1 AuBerhalb des abgebildeten Bereichs ist noch eine verwaschene Selek- 
tivitat bei 5650 bis 6250 A zu verzeichnen. 
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Farbstoffe des HCl-Auszugs durch Zugabe von Natriumacetat neu in 
Ather iiberfiihrt oder es werden die HCl-Ausziige mit Essigester oder 
Chloroform ausgeschiittelt, wobei das Porphyrin in der Salzséure 
zuriickbleibt. Das organische Lésungsmittel wird vorsichtig eingedampft 
und der Riickstand in Schwefelsiure gelést. Die in Abb. 3 aufge- 
nommene Kurve ist an einer solchen Aufarbeitung mit Chloroform 
gemessen. Die tibrigen Teile des Spektrums zeigen keine Besonder- 
heiten, und es bleibt noch unentschieden, wie weit daran sonstige 
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weniger in Frage kommen, da | 
die Bande auch in den sonsti- 
gen Lésungsmitteln in gleicher 
Weise hervortritt. 

Die beiden eben bespro- 
chenen Stoffe zeigen in Schwefel- 
saure keine starke Fluoreszenz. 


L. Verschiedene stickstoffhaltige, 
heteroceyelische Verbindungen. 


Kreatin und Kreatinin. 








Im  Schwefelsiurespektrum 
ot 1 oom SPST > Nee 
200 2800 3200 3600 000 wooh des Kreatinins treten zu der 
Abb. 4. Verschiedene Stoffe. kurzwelligen Hauptabsorption 
. ag (Abb. 4) noch schwache Selek- 
2 Atropin. 
3 Barbitursiiure. tivitaten im langwelligen Ge- 
Chininsulfat. ° . ° 
lsc sing biet hinzu, die auBerhalb des 
5 Vitamin B;. . 
1 bis 5 in 96% Hy SO,. Bereiches der Zeichnung liegen 
- 6 Vitamin By (Lactoflavin Roche) in 90%) ; ‘ " es 
H, S0,. und eben wegen ihrerSchwiche 
in unserem Zusammenhang 
geringere Bedeutung haben. Es handelt sich um eine Stufe bei 


3100 A (log k + 0,3) und eine Bande mit dem Maximum im Blau 
(4500 A), deren log k nur + 0,15 betragt. Kreatin liefert dieselbe 
Hauptabsorption wie Kreatinin; es entspricht der Erwartung, daB diese 
beiden Stoffe in Schwefelsaure sich gleichartig verhalten. Nachtragliche 
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Verdiinnung der Saure bedingt eine maBige Verschiebung der Haupt- 
absorption nach Kurzwellig. Die Schwefelsiurereaktion dieser beiden 
im lebenden Organismus vorkommenden Verbindungen ist im ganzen 
betrachtet wenig bemerkenswert. Das gleiche gilt tibrigens auch fiir 
die Absorption in Wasser [(7) (12) (35)]. 

Atropin. Das Absorptionsspektrum in Schwefelsdure ist in Abb. 4 
aufgezeichnet. In Wasser zeigt Atropinsulfat Feinstruktur (schmale 
Banden in der Nahe von 2600 A), die einen spektrographischen Nach- 
weis z. B. in Ausziigen aus Harn erméglichen k6énnten (33), doch ist 
sie von anderen Untersuchern nicht gefunden worden (7). Wir selbst 
erhielten eine deutliche, aber gegeniiber anderen Messungen (33) 
schwacher ausgepragte Struktur der Bande bei 2600 A. In Schwefel- 
siure ist die Struktur verwischt. 

Barbitursdure. Das Absorptionsspektrum der Barbitursaure ist in 
Wasser, auch mit verschiedenartigen Zusaitzen, bereits eingehend 
untersucht worden [siehe besonders (34)|. Es besteht aus einer schwachen, 
den Carbonylgruppen zugeordneten Bande bei 3220 A (log k 1,07) und 
einer starken Bande bei 2550 A, welche wegen ihrer Hohe einer Athylen- 
bindung zuzuschreiben ist; log & betragt 3,57 fiir héhere, 3,96 fiir 
niedere Konzentrationen (3 mg°,). In Schwefelsdure findet sich nahezu 
das gleiche Spektrum: die starke Bande, gemessen an einer 4 mg°,igen 
Lésung, ist knapp 50 A nach Langwellig verlagert (Abb. 4); fiir die 
langwellige, wegen ihrer geringen Hohe nicht mit eingezeichnete Bande, 


gilt das gleiche (log k etwa 1). Auffallig ist, daB diese Bande -- im 
Gegensatz zu der weniger beeinfluBten Hauptabsorption bei Ver- 


diinnung der konzentrierten Schwefelsiure zunachst nach langen Wellen 
riickt. Das Maximum liegt in 62 °,iger H,SO, bei 3370 A — an gleicher 
Stelle, ob man von wasseriger oder von konzentriert-schwefelsaurer 
Lésung ausgeht. Die Lage dieser Bande weist also in Abhangigkeit 
von der Schwefelsiurekonzentration einen Héchstwert auf. 


Die Léslichkeit der Barbiturséure ist in konzentrierter Schwefelsaure 
gréBer als in verdiinnter oder in Wasser. Dieselbe Beobachtung wurde bei 
den Purinen gemacht, aber auch bei ganz andersartigen Stoffen, Atio- 
porphyrin z. B., in gewissem Sinne sogar bei Benzol und seinen Verwandten. 
Die Reaktion mit Schwefelsaure bewirkt also haufig eine Verainderung in 
der angegebenen Richtung, auch in solchen Fallen, bei denen die Spektren 
nicht wesentlich beeinfluBt werden. AuBerdem sind die in konzentrierter 
Schwefelsaure neu entstehenden Stoffe in mehreren Fallen in schwacher, 
durch nachtragliche Verdiinnung erhaltener Saéure besser léslich als die 
Ausgangsstoffe. — Diese Ergebnisse wurden nur als Nebenbefunde bei den 
Absorptionsmessungen erzielt und nicht gesondert planmabig verfolgt ; 
sie entsprechen den bisherigen Kenntnissen. 


Chinin. Die Schwefelsiurespektren von Chininhydrochlorid und 
Chininsulfat stimmen untereinander tiberein. Die Abweichungen gegen- 
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liber Chinin und Chininsulfat inn 10 H,SO,sind gering [ Abb. 4, (35) (36)]. 
Verdiinnung der Schwefelsaure ergibt eine merkliche, aber nicht groke 
Verschiebung nach Kurzwellig. —- Chininsulfat fluoresziert in Schwefel- 
siure kraftig: das Fluoreszenzvermégen erscheint aber nach einfacher 
okularer Beurteilung gegeniiber schwach saurer Lésung vermindert. 


Vitamine der B-Gruppe. 

Die Vitamine baben gut ausgeprigte Absorptionsspektren, deren 
Kenntnis zum Nachweis und als Hilfsmittel bei der Aufklarung der 
Konstitution dienlich ist. Bekanntlich ist gerade von den Erfolgen auf 
diesem Gebiet (Vitamin D) ein starker Ansto®B fiir die Erforschung der 
Absorptionsspektren zu biochemischen Aufgaben ausgegangen [Zu- 
sammenfassung mit ausfiihrlicher Angabe der Literatur bei (37a); tiber 
Vitamin C in Schwefelsaure siehe (1)]. Die Ultraviolettspektren der 
B-Vitamine sind zu Untersuchungen tiber ihr Vorkommen im Magensaft 
herangezogen worden (38). 

Vitamin B,. Die Absorption dieser Verbindung, die zwei stickstoff- 
haltige Ringe enthalt, liegt im -kurzwelligen Ultraviolett und ist in 
zwei Banden gegliedert, deren gegenseitiges Starkeverhaltnis in ver- 
schiedener Umgebung wechselt (37a) (37b) (39). In Schwefelsaure sind 
die beiden Banden kaum voneinander getrennt (Praparat Betabion, 
kristallisiert, Merck, Abb. 4): die Gesamthéhe der Absorption entspricht 
dem allgemein Bekannten. Erhitzen der Schwefelséure gibt keine 
Anderung; das gleiche gilt fiir nachtragliche Verdiinnung der Lésung 
mit Wasser. Der Chromophor ist also im ganzen als recht bestandig 
zu bezeichnen. 

Vitamin B,. Die Hauptabsorption des Lactoflavins und seiner 
nachsten Verwandten liegt ebenfalls im kurzwelligen Ultraviolett. 
Dazu treten aber noch Banden in dem Gebiet fim 4000 A mit deutlicher 
Struktur hinzu (37a) (87b). Die Absorption in diesem Bereich liefert die 
Energie fiir die Erregung der starken griingelben Fluoreszenz in der 
gebrauchlichen Versuchsweise. Durch Schwefelsiure wird die Flu- 
oreszenz schon mit geringen Zugaben unterdriickt. Im Vergleich zu 
einer ganz schwach angeséuerten Ausgangslésung ist die Fluoreszenz- 
helligkeit unter sonst gleichen Bedingungen in 2°,iger H,SO, auf 
ungefahr 1/,, gesunken, in 10% iger H,SO, auf weniger als 1) 199*. 
Dies ist nicht etwa auf die Senkung der Absorption im Bereich des er- 
regenden Lichtes zuriickzufiihren; denn die Anderung der Absorption 
durch Schwefelsiurezugabe ist nicht stark. 

Fiir diese Messungen wurden Ampullen mit Injektionspraparaten von 


zwei verschiedenen Firmen verwandt, die merklich verschiedene Ergebnisse 


* Auch in alkalischer Lésung verschwindet das Fluoreszenzvermégen ; 
siehe (37a), S. 501. 
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ieferten. Es bleibt hier also zunachst eine gewisse Unsicherheit bestehen, 
die durch Messungen an Reinpraparaten zu beheben ware unter Beachtung 
ler Belichtungseinfliisse, die hier eine Rolle spielen. Die bisherigen Versuche 
reichen aber schon aus, um den Aufbau des Schwefelsiurespektrums des 
Vitamins B, in seinen Hauptziigen zu beurteilen (Abb. 4). 7Abgebildet ist 
die mit Lactoflavin Roche erhaltene Kurve. Lactoflavin Bayer ergibt im 
ganzen ein ahniiches Bild, die kurzwellige Bande ist aber verhaltnismaBig 
schwacher; sie iibersteigt die langwellige nur um 0,4 im log k (Maximum 
bei 2720 A). Ubrigens sind hier auch deutliche Anderungen mit dem Alter 
der Lésungen festzustellen. Die Bande bei 4000 A riickt allmahlich um 
mehrere 100 A nach Kurzwellig (gepriift an dem Praparat von Bayer). 
Nachtragliche Verdiinnung der Schwefelsaurelésung auf 62°, ergibt keine 
Anderung der Spektralform, aber betrachtliche Verschiebung nach Kurz- 
wellig; die Maxima liegen bei 3940 und 2600 A bei dem Praparat, dessen 
Absorption in 90° ,iger H,SO, in Abb. 4 wiedergegeben ist. 


M. Stoffe mit einfach heterocyclischen Sechsringen. 


In diesem Abschnitt werden zunichst drei einfacher gebaute Stoffe 
besprochen. AuBerdem ist auf Chinin zu verweisen, das ebenfalls einen 
stickstoffhaltigen Sechsring enthalt; es wurde wegen seiner sonstigen 
abweichenden Struktur schon in Abschnitt L behandelt. Aus ver- 
gleichenden Messungen an verwandten Stoffen wurde aber geschlossen, 
da8 der Chinuclidinrest fiir die Absorption nur eine untergeordnete 
Rolle spielt (36). Wir haben ferner die Schwefelséurespektren einiger 
Acridin- und Styrylchinolinabkémmlinge untersucht. Es handelt sich 
dabei um Stoffe von starker biologischer Wirksamkeit. Fiir sie gelten 
die Erérterungen, daB die trypanocide bzw. carcinogene Wirksamkeit 
eine gemeinsame Ursache habe mit der Fahigkeit zur Fluoreszenz- 
emission in einem bestimmten Farbbereich (40) (41). Auf diese Vor- 
stellung soll hier nicht naher eingegangen werden. Es ist aber zu_ be- 
tonen, daB die Kenntnis der Absorptionsspektren fiir die Beurteilung 
der Fluoreszenzerscheinungen notwendig ist. Wir haben daher die 
Abhangigkeit der Absorption und des Fluoreszenzvermégens vom py 
des Lésungsmittels an einigen Stoffen dieser Gruppe eingehender durch- 
gemessen (42) und fiigen an dieser Stelle zur Erganzung die Schwefel- 
saurespektren hinzu. Es wird méglich sein, die Farbreaktion mit 
konzentrierter Schwefelsaure gegebenenfalls fiir den Nachweis heran- 
zuziehen. Einige weitere noch in diesen Zusammenhang gehdrige 
carcinogene Stoffe werden wir in der nachsten Mitteilung bei der Be- 
sprechung der Verbindungen mit kondensierten Systemen von Kohlen- 
stoffringen behandeln. SchlieBlich ist noch daran zu erinnern, daB die 
bekanntlich ausgezeichnete Fluoreszenzfihigkeit der Acridinfarbstoffe 
und damit mittelbar auch ihr Absorptionsvermégen fiir Fragen der 
photodynamischen Wirkung Bedeutung hat. 

Pyridin. Abb. 5 zeigt die beiderseits auBerordentlich steile Absorp- 
tionsbande, welche Pyridin bzw. sein Reaktionsprodukt —- wohl Pyridin- 
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sulfonsaure — in Schwefelsiure ergibt. Es sei bemerkt, da®B der lang- 227 
wellige Abfall in gleicher Steilheit noch weiter reicht als die Abbildung schi 
erkennen laBt: bei 2860 A betragt log k —-0,5. Die Steilheit des lang fakt 
welligen Absorptionseinsatzes ist also im Spektralbereich und im Betrag der 
mit den Verhiltnissen vergleichbar, die z.B. an manchen Benzol- den 
abkémmilingen [vgl. z. B. (2)] oder auch an Furfurol [(1), sowie hier Ab- 
schnitt H] gefunden wurden. —- Feinstruktur der Pyridinbande, die in Nac 
Hexan vorhanden ist, aber schon in Wasser nicht mehr beobachtet uns 
wird (35) (43), fehlt in ist 
al Schwefelsiure. Durch Da 
nachtragliche Zugabe die 
des gleichen Volumens noe 
Wasser ist die Bande dies 
nicht beeinfluBbar. 
Nicotin. lm Nicotin in § 
ist an den Pyridinkern [  beo 
' in f-Stellung ein am sam 
Stickstoff methylierter star 
Pyrrolidinkern —_aange- Nac 
i lagert. Dieser ist als ge- bee 
i siittigt optisch weniger Ma: 
i wirksam als der Pyridin- And 
\ ring, der in der gew6hn- Bar 
v4 lichen Schreibweise drei sfiu 
/\ Doppelbindungen — ent- 
halt und daher als haupt- 
\ sichlich bestimmend fiir 
\ \ die Lichtabsorption des Sub 
200 8000000000 HWE. Noting im Ultraviolett Wir 
Abb. 5. Verbindungen mit stickstoffhaltigem Sechsring zu erwarten ist. Tat- an 
in 969) Hy SO,. : : a 
nee ee aes sichlich weist Nicotin Sch 
5 ae in Wasser eine starke sind 
4 Trypaflavin. Bande auf, deren Maxi- saw 
_§ Somlehonin 6 Tabale 1). num — bei rund 2600.4 von 
7 3:4-5:6-+ Dibenzacridin. gelegen -—- mit dem saul 
des Pyridins weitgehend eine 
iibereinstimmt, auch mit der Bande der Nicotinsaure (Pyridincarbonsaure ) Ein 
(35, 43), die aus Nicotin unter Abspaltung des Pyrrolidins durch Oxy- maf 
dation zu erhalten ist und spektrographisch in biologischem Materia! erhe 
nachgewiesen werden kann (44). An der gleichen Stelle liegt die Ab- Alki 
sorptionsbande in konzentrierter und nachtraglich verdiinnter Schwefel- tion 
siure (Abb. 5). Bei 2860 A betragt log k 1,3; langwellig von 2860 A wird best 


der Absorptionsverlauf flacher. Ein kurzwelliges Minimum liegt bei und 
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2270 A. log k betragt hier in H,O 2,9, in H,SO, aber 2,2; der Unter- 
schied A log k gegeniiber dem Maximum ist in H,O 0,7 (= Zahlen- 
faktor 5) und in konz. H,SO, 1.6 (= Zahlenfaktor 40). Die Auspragung 
der Bande, die im ganzen in beiden Lésungsmitteln iibereinstimmt, ist 
demnach in Schwefelsdure erheblich starker als in Wasser. 

Auf die Eignung der starken Pyridinbande zum spektrographischen 
Nachweis wurde friiher bereits aufmerksam gemacht (33). Unter 
unseren Versuchsbedingungen —- 5 cm gréBte Schichtdicke, '/,, Sektor 
ist Nicotin in der Konzentration von 0,5 mg®{, gerade noch erkennbar. 
Da wir fiir 5cm Schichtdicke nahezu 10 ccm Lésung bendétigen, liegt 
die Nachweisgrenze mengenmaBig also bei 0,05 mg. Bei Anwesenheit 
noch anderer absorbierender Stoffe wird die Nachweisméglichkeit mit 
diesem Verfahren selbstverstandlich verschlechtert. 

Chinolin. Das Spektrum des Chinolins ist in seinem Gesamtbau 
in Schwefelsiure ausgepragter als in Alkohol, es fehlt aber die in Alkohol 
beobachtete Feinstruktur (Abb. 5). Die im Chinolin vorliegende Zu- 
sammenlagerung des Benzol- und Pyridinringes hat auf die Absorption 
starken EinfluB, wie ein Vergleich mit den Spektren der Einzelringe lehrt. 
Nachtragliche Verdiinnung der Schwefelsaure auf 68°, mit Alkohol 
beeinfluBt die Bande bei 2370 A nicht meBbar und verschiebt das 
Maximum der Bande bei 3150 A um etwa 30 A nach Kurzwellig. Die 
Anderung gegeniiber alkoholischer Lésung ist erheblich: Starkere 
Bandenauspragung, aber Unterdriickung der Feinstruktur in Schwefel- 
saure (36) (45). —- Fluoreszenz fehlt. 


Acridinabkémmlinge. 

Fiir die Spektren der Acridinabkémmlinge ist die Symmetrie der 
Substituenten von Bedeutung, wie eine Reihe von Versuchen zeigte. 
Wir beschranken uns hier auf die eingehendere Behandlung der Messungen 
an Trypaflavin (= Chlormethylat von 3, 6-Diaminoacridin). Das 
Schwefelsiurespektrum ist in Abb. 5 wiedergegeben. In der Tabelle I 
sind die Veranderungen der Absorption bei verschiedener Schwefel- 
siurekonzentration verzeichnet. Bei diesen Versuchen wurde sowohl 
von Stammlésungen in Wasser wie auch in konzentrierter Schwefel- 
siure ausgegangen, ohne da sich Unterschiede ergaben. Ebenso hat 
eine Verdiinnung mit Alkohol statt mit Wasser praktisch den gleichen 
EinfluB. Auch in Alkohol selbst ist das Spektrum, abgesehen von einer 
maBigen Verschiebung der Blaubande, ahnlich wie in Wasser und 
erheblich verschieden von der Absorption des einfachen Acridins in 
Alkohol (46). Die Tabelle zeigt, daB keines der hauptsichlichen Absorp- 
tionsgebiete iiber den ganzen Bereich der H,SO,-Konzentrationen hin 
bestandig ist: Die Bande bei 3600 A fehlt in Wasser und in n/10 NaOH 
und ist in 1,7 °,iger H,SO, erst schwach entwickelt. Umgekehrt ver- 
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Tabelle I. Absorptionsbanden von Trypaflavin in verschiedene: 
Losungsmitteln. 


Die Hauptmaxima und -minima der Absorption sind durch Fettdruc! 
hervorgehoben, schwache in Klammern gesetzt. Da alle Messungen fii: 
diese Tabelle an 2 mg®,igen L6sungen durchgefiihrt sind, ist die Lage de: 
Minima in einigen, durch ~ bezeichneten Fallen nur angendhert festzulegen 
Zur Wahrung der Ubersichtlichkeit sind feinere Strukturen nicht ein 
getragen; es ist daher folgendes zusatzlich zu bemerken: Eine Stufe in 
Absorptionsverlauf erscheint bei 4000 A bei hohen Schwefelséurekonzentra 
tionen. Die Bande bei 3600 A besteht im allgemeinen aus zwei Teilen; de 
starkere ist in die Tabelle aufgenommen; man erkennt, daB bei geringeren 
Schwefelséiuregehalten der langwellige, bei hGheren der kurzwellige iiberwiegt 





Lésungsmittel Lage der Absorptionsmaxima (A) Lage der Absorptionsminima (A) 
CH;-CH,OH,96% 4650 (2820) 2600 ~3300 
NaOH, 04% | 4550 2620 ~3300 
H,O 4500 2620 ~3300 
H,S0O,, 1.7% 4500 (3650) 2640 (3750)~3200 
3,5% 4500 (3650) 2830 2640 2360 3820 3160 (2700) 2460 
rt 4680 3650 2830 2360 3840 3150 2480 
1 a, A 4700 3650 2830 2360 3840 3150 2480 
40 % 4700 3530 2830 2570 2360, 3840 3140 (2680) 2470 
62 % 3560 (2850) 2570 3020 (2730) 226) 
96 % 3550 2570 ~2750 2260 
HCl, 25% 4700 3600 2840 2340 3840 3160 2480 


H,PO,, 883% 4580 3540 (2820) 2570 «=* | 3840 3140 (2710) * 


* Ob in Phosphorsiure eine Selektivitét bei 2350 A auftritt, ist nach den bisherigen Aut- 
nahmen noch nicht zu entscheiden: um eine starke Bande kann es sich aber jedenfalls nicht 
handeln. x 


schwindet die Bande im Blau und Blaugriin bei héchsten Schwefel- 
siurekonzentrationen. Die drei kurzwelligen Banden sind in schwacher 
Schwefelséure nebeneinander erkennbar; die 2850- und 2350-Bande 
vielleicht zusammengehérig —- fehlen in Wasser und in starkster Schwefel- 
siure, wihrend umgekehrt die dazwischenliegende Bande bei rund 
2600 A sowohl in Wasser als auch in starker Schwefelsaure erscheint 
Im ganzen betrachtet sind mehrere Molekiilzustande anzunehmen, die 
im Gleichgewicht miteinander stehen, welches von der Schwefelsaure- 
konzentration abhangt. Dieselbe MeBreihe wurde mit dem Chlor- 
methylat des 2, 7-Dimethyl-3-(Dimethylamino-)6-Aminoacridins durch- 
gefiihrt: es ergab sich Ubereinstimmung mit Trypaflavin in allem 
Grundsatzlichen. 

Die Fluoreszenz der Acridine ist von eindrucksvoller Starke. Bei den 
beiden soeben genannten Stoffen wurden auch Fluoreszenzmessungen 
durchgefiihrt, wobei wieder in den Grundziigen Ubereinstimmung gefunden 


wurde (Trypaflavin fluoresziert aber deutlich starker). Die Emission ist 
bei 2 mg%igen Lésungen in Alkohol, Wasser und in konzentrierter Schwefel- 
siure iiberwiegend griin, waihrend bei mittleren Schwefelséuregehalten der 
langwellige Teil der Emission verstarkt ist (vgl. das Verhalten der kurz- 
welligen Absorptionsbanden!); hier erscheint das Leuchten fiir das freie 
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\uge gelb oder griingelb. Die Erscheinung ist nicht iiberwiegend auf die 
\nderungen der Absorption im Sichtbaren zuriickzufiihren. Bemerkenswert 
ist, daB die Selbstausléschung in konzentrierter Schwefelsaure und in Alkohol 
gering, in Wasser dagegen stark ist!. Die Tatsache, da das Fluoreszenz- 
vermégen eines Stoffes nicht unabhangig von seiner Konzentration ist, 
und da®B diese Selbstausléschung im gelésten Zustand vom Lésungsmittel 
und im adsorbierten Zustand vom Adsorber abhangt, wurde bereits an zahl- 
reichen Beispielen eingehend untersucht [z. B. (48); dort weitere Arbeiten 
angeftihrt]. Es gibt im allgemeinen ein Konzentrationsoptimum fiir die 
Fluoreszenzhelligkeit, da bei zu geringer Farbstoffkonzentration die Absorp- 
tion erregenden Lichtes zu schwach ist und bei zu groBer Konzentration im 
allgemeinen die Quantenausbeute der Erregung sinkt, so daB trotz gleicher 
Absorption von Licht aus dem Erregungsbereich doch nur ein geringerer 
Bruchteil der Energie wieder als Lichtemission erscheint. Es ware jedenfalls 
wertvoll, gerade bei den stark fluoreszierenden und stark biologisch wirk- 


samen Stoffen — wie z. B. bei den Acridinen und den anschlieBend be- 
handelten Styrylchinolinen — diese Verhialtnisse genauer zu _ verfolgen, 
hesonders auch durch Messungen bei Adsorption an passend ausgewiahlten 
Grundstoffen. Denn diese Beziehungen miissen fiir alle Uberlegungen 
Bedeutung haben, welche einen Zusammenhang zwischen der Fluoreszenz- 
fahigkeit und der biochemischen Wirksamkeit betreffen. — Bei der Selbst- 


ausl6schung handelt es sich haufig um eine Ande:ung im Molekiilzustand, 
die im Absorptionsspektrum Ausdruck finden kann. Bei den beiden unter- 
suchten Acridinabkémmlingen ist dies tatsachlich in geringem Mabe der 
Fall. Beide Absorptionsbanden riicken in wasseriger Lésung deutlich nach 
Langwellig bei Abnahme der Farbstoffkonzentration. 

Abb. 5 bringt ferner das Schwefelsiurespektrum von Dibenzacridin, 
das in unserem Zusammenhang wegen seiner carcinogenen Wirkung 
anzufiihren ist. In Alkohol ist die Absorption reichlicher gegliedert: 
Der Héchstwert liegt bei 2940 A, schwachere Banden bei 2560, 3560, 
3730, 3960 und 4240 A. Die Umwandlung in das Schwefelsiurespektrum 
wird schon durch maBige Zugabe von H,SO, bewirkt und bedeutet 
eine geringe Verschiebung nach Langwellig fiir den bei 3000, eine starke 
fiir den bei 4000 A gelegenen Absorptionsbereich unter Verwischung 
der Einzelstrukturen. Nachtragliche Verdiinnung der Schwefelsdure- 
ansatze mit dem gleichen Volumen Alkohol ergibt keine nennenswerten 
Anderungen. Im ganzen ist der Unterschied im spektralen Verhalten 
gegeniiber Trypaflavin recht grob. 

Die Fluoreszenz der beiden untersuchten Dibenzacridine ist stark. 
Eine eingehendere Untersuchung wurde wegen Stoffknappheit nicht durch- 
gefiihrt. Der Spektralbereich der Emission wird unter Einwirkung der 
konzentrierten Schwefelséure nach Langwellig verlagert, wie es ja auch bei 
der Absorption der Fall ist. Bei Verdiinnung der Schwefelsdéureansatze 
mit dem gleichen Volumen 83 %iger H,PO, erschien die Fluoreszenz bei 
3:4.5:6-Kondensation kurzwelliger als bei der 1: 2.5: 6-Stelhung, ein 
Befund, der noch nachzupriifen ware und an dieser Stelle nur mit Vorbehalt 


1 MeBweise: Stufenphotometer mit Okularfilter LI und LII; Er- 
regung und Beobachtung von derselben Seite (Messung in ,,Aufsicht‘*). 
Erlauterung der Begriffe und Angabe einiger Stellen des Schrifttums bei (47). 
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mitgeteilt wird (die Absorption wird durch die Phosphorséure nicht ve. 
andert und stimmt iibrigens in diesen Lésungen fiir die beiden Dibenz 
acridine tiberein; dadurch wird die in einem einmaligen Versuch gefundene, 
erhebliche Verschiebung in der Farbe der Emission recht bemerkenswert 


Styrylehinoline. 

Auf die Bedeutung, welche die Kenntnis der optischen Eigen 
schaften der chemotherapeutisch angewandten Styrylchinoline besitzi 
braucht nicht nochmals eingegangen zu werden. Die Schwefelsaure 
spektren zeigen iibereinstimmend eine Bande bei 3700 bis 3850 A und 
ein kurzwelliges Absorptionsgebiet, das entweder aus einer Bande bei 
2800 bis 2900 A oder aus zwei Banden bei 2500 bis 2550 A und 2900 
bis 3000 A besteht. Zwei Beispiele sind in Abb. 5 aufgenommen. Weitere 
Ergebnisse der Absorptionsaufnahmen sind in Tabelle I] zusammen 
gestellt, aus der zugleich der Aufbau der untersuchten Verbindungen 
zu ersehen ist. Fiir alle gilt folgende Grundformel: 


CH—CH— R’. 


a b 


Die Stellen a und 6 sind stets durch 1 Methyl und bei den Verbindungen 
Nr. 1 bis 5 durch CH,S0O,, bei Nr. 6 bis 9 durch Cl besetzt. Unser Praparat 
Nr. 7 entspricht Praparat Nr. 430 von Browning, unser Praparat Nr. 6 
wird gleich Nr. 245 von Browning, wenn Cl durch CH,COO ersetzt wird 

Die Tabelle II zeigt, dais die Unterschiede in der Lage der Absorptions 
bande im langwelligen Ultraviolett, welche den Hauptteil des iiblicherweise 
zur Fluoreszenzerregung dienenden Lichtes umfaBt, in konzentrierte: 
Schwefelséure nicht groB sind und geringer als in ?/,n H,SQ,. 


Tabelle I]. Styrylchinoline; Aufbau und langwellige 
Absorptionsbande. 





Lage der langwelligen 
Absorptionsbande in 


Nr. R R’ ‘ a 
3%/,iger 96 °/oiger 
H,S0O, H.S0, 
1 NH, N (C Hg) 3650A |) 3680A 
2 N (CH), -NH-CO-CH 3980 3780 
3) —NH-CO-CH, -NH, 3780 3760 
4 -NH-CO-CH, -N (CHs), 3680 3660 
5 NH-CO-CH, NH-CO-CH, || 3760 3790 
6 -NH-CO-C,H,-NH, —NH, 3780 3780 
7 NH-CO-C,H,:-NH, NH-CO-CH, 3980 3840 
8 —NH-CO-C,H,-NH-CO-CH, NH, (siehe 3760 
9 NH-CO-C,H,-NH-CO-CH, —NH-CO-CH, | Text!) 3800 


Die langwellige Bande riickt bei den beiden Praparaten, bei denen sic 
in schwach saurer Lésung in der Nahe von 4000 A liegt, in starker Schwefel 
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aure nach Kurzwellig. Diese Verdinderung tritt schon in 60° ,iger H,SO, 
in und ist bet entsprechender Verdiinnung wieder riickgangig. Der lang 
wellige Absorptionseinsatz ist in konzentrierter Schwefelséiure gegeniibet 
verdiinnter entweder nur wenig verandert oder aber nach Kurzwellig ver 
choben, also in der von der Regel abweichenden Richtung. AuBerdem 
tritt bei Praparat Nr. 4 in ?7/,n H,SO, eme mabige Selektivitaét im Griin 
hervor, die in konzentrierter Siéiure fehlt. Die Farbe der Styrylchinolin- 
losungen ist entsprechend diesen Verhaltnissen in schwacher Schwefel- 
saure erheblich verschieden, in starker aber einheitlich griinlichgelb, wenn 
auch in verschiedener Tiefe je nach der Lage der Bande bei 3700 bis 3800 A 
und ihrer langwelligen Erstreckung. 

Die Beobachtungen iiber die Léslichkeit dieser Verbindungen passen 
zu den optischen Ergebnissen und zugleich auch zu fritheren Feststellhungen 
bet Purinen, Barbitursaéure und anderen Stoffen. In sehwacher Sdéure 
zeigen sich grobe Unterschiede. Praparat Nr. & ldést sich sogar so wenig, 
daB die Absorption in unserer Versuchsanordnung tiberhaupt nicht meBbar 
wird. In konzentrierter Schwefelsiure dagegen ist einheitlich stets eine 
Konzentration von 100 mg®,, erreichbar. 

Uber das Auftreten der beiden verschiedenen Formen des Gesamt 
spektrums in Schwefelsiure ist folgendes zu sagen: Die einfache kurzwellige 
Bande findet sich dann, wenn der Substituent RK emen Benzolring enthalt. 
Wenn R und R’ einfache Gruppen sind, so begiinstigt dies die Bande bei 
3700 bis 3800 A; besonders schwach ist sie bei Praparat Nr. 9, bei dem 
sie In ?/,n H,SO, sogar nur als fragliche Stufe erscheint und auch bei 
Zugabe des gleichen Volumens konzentrierter Saure noch nicht in guter 
Ausprigung auftritt. - Einfliisse von nachtraglicher Verdiinnung de 
Ansatze in 96 °oiger H,SO, auf 62°, fehlen, auBer wieder bei Praparat Nr. 9, 
bei dem die 3800-Bande durch die Verdiinnung merklich abgeschwacht 
wird}. 

Die Fluoreszenz der Styryichinoline ist stark, aber schwacher als bei 
den Acridinfarbstoffen. Fiir die Farbe der Emission ergibt sich das gleiche 
Bild wie bei der Absorption: In sehwacher Schwetelséure [und ebenso auch 
in sonstigen L6sungsmitteln; vgl. (40) und (42)] bestehen groBe Unterschiede, 
in starker Schwefelséiure sind sie, soweit die bisherigen Beobachtungen 
reichen, erheblich vermindert. Wie weit die betrachtlichen Abweichungen 
der Fluoreszenzhelligkeit in konzentrierter NSchwefelsaure auf verschieden 
starker Absorption erregenden Lichtes oder aut Anderungen des Fluoreszenz 
vermégens bei Wechsel der Substituenten beruhen, ist noch nicht untersucht. 

Sichtbare Farbe, Fluoreszenzfarbe und -helligkeit und Léslichkeit 
werden bei den Styrylehinolinen in hohem Mae durch die auBeren Sub 
stituenten bestimmt. Ebenso ihre Adsorptions- oder Verankerungsfaihigkeit 
an festen Kérpern coder Geweben, die wesentlich ist fiir die Méglichkeit, 
das Lebensgeschehen zu beeinflussen (40). In diesen Eigenschaften weichen 
die einzelnen Verbindungen also zum Teil recht erheblich voneinander ab ®. 
Da diese Unterschiede in konzentrierter Schwefelsaure geringer — freilich 
durchaus nicht ganz aufgehoben — sind, erscheinen die Schwefelsiéure 


1 Vgl. die Ausfiihrungen bei (40), S. 281. Es erscheint nicht berechtigt, 
die Athylenbindung der Styrylgruppe als einzigen Chromophor der Styry] 
chinoline zu betrachten, da auch der Chinolinkern selbstandige chromophore 
Wirkung besitzt. Fiir Uberlegungen iiber die Einfliisse der Substituenten 
darf man aber jedenfalls Chinolinkern und Styrylgruppe als einen einheit- 
lichen Chromophor auffassen. — ? Wegen sonstiger Bedingungen fiir die 
Verankerungsfahigkeit im Gewebe ist wieder auf (40) zu verweisen. 
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spektren in gewissem Umfang als Merkmal der Styrylchinoline ode: 
doch wenigstens einiger Gruppen derselben geeignet. Es wird dadurch 
auch angezeigt, da bei den untersuchten Praparaten eine Umsetzung in 
ahnlicher Richtung durch die Schwefelsiiure herbeigefiihrt wird. 


Mit 0-Amidoazotoluol sind carcinogene Wirkungen beobachtet worden, 
deren Beurteilung wohl noch nicht vollistandig gesichert ist. Sein Absorp 
tionsspektrum soll hier anhangsweise erwihnt werden, obgleich dieser Stoff 
chemisch nicht in den vorliegenden Zusammenhang gehért, und obgleich 
wir sonstige Verbindungen mit der als starker Chromophor bekannten Azo 


gruppe nicht untersucht haben. — In Schwefelséure zeigt Amidoazotoluo! 
zwei Maxima bei 4300 und 2350 A (die breite langwellige Bande ist die 
starkere, log k 4,4; Minimum bei 2720 A). In Alkohol liegt das Haupt 


maximum bei 3850 A, ein Minimum der Absorption bei 3000 A, ein weiteres 
Maximum bei 2570 A. Bei Mischung von Alkohol und Schwefelséure in 
gleichem Volumenverhaltnis ist das Spektrum dasselbe wie in 96 °,ige1 
Saure. Bei geringerem H,SO,-Gehalt treten aber sehr starke Anderungen 
ein; in 15- bis 30° jiger H,SO, liegen starke Absorptionsbanden bei 3260 
und 5000 A. Es sind also drei verschiedene Spektralformen zu unter 
scheiden: In Alkohol, in ma®ig und in hoch konzentrierter Schwefelsaure. 
Wie sich die Ubergiainge gestalten, ist noch nicht untersucht. — Hervor 
guheben ist, da Amidoazotoluol in Alkohol und Schwefelséure nur sehi 
schwach fluoresziert. 
Zusammenfassung. 

Die vorliegende Arbeit enthiJt die Schwefelsiurespektren der 
folgenden in der belebten Natur vorkommenden Stoffe: Skatol, Indol, 
Indikan, Tryptophan, Allantoin, Harnsiure, Adenin, Hypoxanthin, 
Guanin, Porphyrin, Probophorbid, Bilirubin, Kreatin, Kreatinin, Atropin, 
Vitamin B, und B,, Nicotin. AuBerdem sei Barbitursiure genannt. 
Ferner wurden wegen ihrer chemotherapeutischen Wirksamkeit Acridin- 
farbstoffe und Styrylchinoline (auch Chininsulfat) untersucht und wegen 
ihrer carcinogenen Wirkung Dibenzacridin und o-Amidoazotoluol. 

Fast alle diese Stoffe zeigen wohlausgepragte und zum Teil auch 
reich gegliederte Spektren in verschiedenen Lésungsmitteln. Bei vielen 
wird die Absorption durch Einbringung in konzentrierte Schwefelsdure 
kaum verandert. Mehrfach ist aber eine starke Reaktion zu beobachten, 
die entweder zur Ausbildung neuer Absorptionsbanden (Indikan) oder 
aber zu einer Abflachung des Absorptionsverlaufs (Bilirubin) fiihrt. 
Entsprechend der Verschiedenheit des Aufbaues der hier behandelten 
K6érper ist es nicht méglich, die Schwefelsiurewirkung einheitlich zu 
beschreiben. 

Die Styrylchinoline und das o-Amidoazotoluol stammen von Herrn 
Dr. M. Ocsterlin, Hamburg, die Dibenzacridine von Herrn Prof. Dr. C. W. 
Cook, London, ein Acridinfarbstoff von der I. G. Farbenindustrie, Elberfeld. 
Ich danke Herrn Dr. Oesterlin fiir die Uberlassung dieser Praparate. Ferner 
danke ich den Herren Geheimrat Prof. Dr. H. Fischer, Miinchen, und Prof. 
Dr. O. Schumm, Hamburg, fiir die Uberlassung von Aetio- und Kopro- bzw. 
Protoporphyrin. 
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Uber das Himoglobin-Methimoglobin-Redoxsystem. 
Bemerkungen zu den gleichnamigen Untersuchungen von Otto Sehmidt?. 
Von 
R. Havemann und W. Heubner. 

(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat in Berlin.) 


(Eingegangen am 20, Juni 1938.) 


Schmidts (1) inhaltsreiche Arbeit hefert manchen bemerkenswerten 
Befund, doch scheint uns seine Deutung der Beobachtungen zum Teil feh! 
gugehen. Auch ftallt uns auf, daB er verschiedene Angaben der Literatu 
nicht beachtet hat, die fiir seine eigenen Ergebnisse und SchiuBfolgerungen 
von Bedeutung gewesen wiren; wir kniipfen an diejenigen an, wo wit 
selbst beteiligt sind, gehen aber mit weiterer sachlicher Stellungnahme 
dariiber hinaus. 


I, Redoxpotential Methimoglobin—Himoglobin. 


Die Angaben von Conant (2) jiiber das Redoxpotential des Systems 
Methamoglobin—Hamoglobin wurden nicht nur von Saito (3) (mit unge 
wissem Erfolg) nachgepriift, sondern auch von Havemann und Wolff (4). 
und zwar unter Beriicksichtigung der Angaben von Conant; sie erweiterten 
iiberdies dessen Befunde durch Untersuchung der Abhangigkeit des Poten 
tials von der Wasserstoffionenkonzentration, wobei sie die folgenden Werte 


fanden: , 
Bei py 6: + 150 Millivolt, 
My 7: + 90 
Pu 8: 30 an 


Fiir die Richtigkeit dieser elektrometrisch ermittelten Zahlen sprechen 
zwei Tatsachen: Der elektrometrische Titrationsverlauf zeigt genau die 
stéchiometrische Menge Ferricyanid bzw. Hydrosulfit an. Samtliche 
zwischen PR 6 und 8 ermittelten Potentialwerte errechnen sich nach det 
thermodynamisch begriindeten Formel: 

E ones RT ice Hw ey ee Methb 
‘ eee ieee an F ~ “Bib 

Es ist nun nach unserer Meinung verstandlich, da} Schmidt, der bei 
Py 7 das Potential zu + 210 Millivolt bestimmte, bei dem von ihm an- 
gewandten Verfahren zu hohe Werte erhalten konnte. Das Verfahren beruht 
darauf, daB er reinen Methamoglobin- oder Himoglobinlésungen bei Sauer- 
stoffausschluB bestimmte Gemische von Farbstoffen mit ihren Leukobasen 
in groBem Uberschu8 zusetzte. wobei er mit Recht annahm, da® sich das 
Mengenverhiltnis von Methamoglobin und Himoglobin entsprechend dem 
,.angebotenen** Redoxpotential einstellen wiirde. Dieses Mengenverhaltnis 
suchte er dadurch zu bestimmen, dai er das Gemisch 4 Minuten mit Kohlen- 
oxyd reagieren lie}. Nach Abtrennung der Gasphase bestimmte er die 
aufgenommene CO-Menge und errechnete daraus unter Abzug der physi- 


1 Diese Zeitschr. 296, 211, 1938. 





K ilis 
Hier 
wie 

gewl 
Pote 
bilde 
das 
verh 
Pote 
finde 
were 
Met] 
50: 
Ver] 


spre 


Zahl 
Blut 
von 

Met! 
Offe 
Sint 


Vv 


Wa: 
bei 

eine 
Gru 
etw 
We 
Mit 
Kol 
6,04 


Zab 
Nac 
2-1 
Sat 
hat 
von 


Noi 








Uber das Hamoglobin-Methamoglobin-Redoxsystem. 223 


kaliseh gelésten Menge den Mengenanteil des reduzierten Hamoglobins. 
Hierbei beriicksichtigte er offenbar nicht die Méglichkeit, da in dem Mabe, 
wie reduziertes Haimoglobin durch Bindung von CO aus seinem Gleich- 
gewicht mit Methamoglobin verschwand, sich gemaB dem herrschenden 
Potential neues reduziertes Himoglobin durch Reduktion von Methamoglobin 
hilden konnte, besonders bei dem groBen UberschuB des Farbstoffsystems iiber 
das Hamoglobinsystem. Das heibt aber, daB er bei Bestimmung des Mengen- 
verhaltnisses Methamoglobin zu Hamoglobin bei bestimmten ,.angebotenen" 
Potentialen mehr reduziertes Hamoglobin und wenizer Methamoglobin 
finden mubte, als dem wahren Gleichgewicht entsprochen hatte. Somit 
werden iiberall die von Schmidt beobachteten Werte fiir das Verhaltnis 
Methamoglobin—Hamoglobin zu erhéhen sein, und das fiir das Verhaltnis 
50: 50 angegebene ,,Normalpotential** wird in Wahrheit einem viel gréBeren 
Verhaltnis entsprechen. Das wirkliche Normalpotential wird also ent- 
sprechend niedriger liegen. 


II. Physikalisch geléstes Kohlenoxyd. 


Eine weitere auffallende Angabe von Schmidt erblicken wir in seinen 
Zahlen fiir die Kohlenoxydléslichkeit in seinen Gemischen von je 2 cem 
Blutfarbstofflésung und 4,75 cem 5° iger Ferricyanidlésung. Unabhangig 
von der Herstellung der Hamoglobinlésung konnten diese Gemische ja nur 
Methamoglobin enthalten und daher Kohlenoxyd nur physikalisch lésen. 
Offenbar verwendet Schmidt die von ihm angegebenen Zahlen auch in diesem 
Sinne. Wir stellen sie zusammen: 





Versuchsbezeichnung Vol.-9 Versuchsbezeichnung Vol. -9 5 
bei Schmidt co bei Schmidt co 

Tabelle III 0,86 Tabelle VI, 1 1,68 
S IV 1,04 sh VI, 2 1,47 
Pe V1] 0,96 -. ; al 1.73 
pa Ve 0,96 Ke VII, 2 1,67 
” Vv, <0 1,04 VEER 1,68 
- V4 0,96 es [X 1,26 





Der Bunsensche Absorptionskoeffizient betragt fiir Kohlenoxyd in 
Wasser von 20° C 0,0232. Schmidt sattigte seine Lésungen mit Kohlenoxyd 
bei einem Druck von 20 mm Hg, demnach sollte man im seinen Lésungen 
einen Kohlenoxydgehalt von etwa 0,061 Vol-°%, erwarten. Es ist uns auf 
Grund der vorliegenden Angaben nicht verstandlich, wie Schmidt zu seinen 
etwa 20mal héheren Werten gekommen ist. AuBerdem bewegen sich die 
Werte Schmidts zwischen 0,86 und 1,73 Vol.-°4, die Abweichung vom 
Mittelwert betragt also bis zu 36%. Die auf Hamoglobin entfallenden 
Kohlenoxydwerte in gleicher Einheit schwanken zwischen 1,16 und 
6,04 Vol.-°, und kommen damit in recht erhebliche Nahe der Fehlerbreite. 

Uberdies bemerken wir, daB diese fiir die CO-Kapazitat angegebenen 
Zahlen nicht recht zu den Angaben stimmen, die Schmidt im Text macht. 
Nach diesen (S. 214) war in seinen Lésungen auf 2cem etwa 10 °° bis 
2-10 * Mol Hamoglobin enthalten. Wenige Zeilen spater findet sich der 
Satz: ,,1 Mol Leukofarbstoff reduziert 2 Mol Methamoglobin.‘* Demnach 
hat Schmidt nicht mit dem Mol vom Gewicht 67000, sondern mit dem Val 
vom Gewicht 17000 gerechnet. 1 Val bindet nahezu 1 Mol CO, also bei 
Normalbedingungen 22,4 Liter, 10 ® Val binden demnach bei 20° 0,024 cem 
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und 2.10 7 Val 0,005cem Kohlenoxyd. Die obengenannten Prozent 
zahlen Schmidts ergeben fiir das angegebene Volumen von 6,75 cem di 
Werte von 0,078 bis 0,408 cem CO; sie legen also etwa limal héher al 
erwartet werden sollte. Es ist auch hier schwer zu verstehen, wie Schmidt 
zu seinen Zahlen gekommen ist. Da die Zahlen fiir physikalisch geléstes 
und chemisch gebundenes Kohlenoxyd wenigstens gréfenordnungsmiiBig 
im richtigen Verhaltnis stehen, nehmen wir an, da iiberall dort, wo Schmidt 
,Vol.-°%"* gesetzt hat, eine andere Bezeichnung stehen sollte. Doch ist 
uns nicht gelungen, herauszubekommen, welche gemeint sein kénnte. 


III. Redoxpotential Methimoglobin— Oxyhimoglobin. 


Schmidt hat zunachst (S. 219) sehr schén gezeigt, da8 Methylenblau, 
dessen Potential (gegen gleiche Mengen Leukobase) bei pq 7 mit + 11 Milli 
volt erheblich unter dem des Methimoglobin—Hamoglobinsystems 
(+ 90 Millivolt) liegt, bei Sauerstoffabwesenheit Methamoglobin in be 
merkenswertem Umfang nicht zu bilden imstande ist. DaB dagegen — wie 
bekannt — in Gegenwart von Sauerstoff Methylenblau eine schnelle Bildung 
von Methamoglobin bewirkt, veranlaBt Schmidt dazu, ein vermeintliches 
Redoxpotential eines Systems Methamoglobin—Oxyhimeglobin hypo 
thetisch anzunehmen. 

Nicht beriicksichtigt wurde van ihm die Untersuchung von Neill und 
Hastings (5), in der gezeigt wurde, daB Mischungen von Oxyhamoglobin 
mit Hamoglobin leichter in Methamoglobin tibergehen als reine Lésungen 
von jeder einzelnen der beiden Formen des Blutfarbstoffs; dies galt — bei 
zweitigiger Beobachtung in steriler Lésung — sowohl in einfachen Blut 
proben fiir die ,,spontane*sS Umwandlung, wie bei Gegenwart zugesetzter 
autooxydabler Substanzen, wie endlich bei wesentlicher Beschleunigung 
der Umwandlung durch Pneumokokkenextrakt. Stets erwies sich eine 
Sauerstoffspannung von 20 bis 30mm Hg als die giinstigste Bedingung 
fiir die Umwandlung, wahrend Sauerstoffmangel ebenso wie atmosphirische 
oder héhere Spannung die Reaktion verzégerte. Die klare SchluBfolgerung 
der Autoren lautet: ,,The results are in keeping with the electrical findings 
of Conant. Evidence is presented that reduced hemoglobin is the substance 
oxidized to methemoglobin.‘ 

Die Befunde von Neill und Hastings sind leicht zu verstehen: Redu 
ziertes Hiimoglobin bedarf des Sauerstoffs, um in Methaimoglobin tibergehen 


zu kénnen; Oxyhamoglobin mufS — wie Kohlenoxyd- oder Stickoxyd 
haimoglobin — erst das molekular gebundene Gas loswerden, um als Haimo 


globin reagieren zu kénnen. Umgekehrt ist leicht verstandlich, daB bei de: 
Reduktion von Methimoglobin das stets primiir entstehende Haimoglobin 
bei Sauerstoffgegenwart seine groBe Affinitat zu diesem bestatigt und 
dai daher leicht Oxyhimoglobin auftritt. Die von O. Schmidt (8. 228/29) 
angenommene Problematik dieses Vorganges besteht also nach unserer 
Meinung gar nicht. 

Mit der von Neill und Hastings formulierten Deutung ihrer Befunde 
stimmt iibrigens volistandig auch die von O. Warburg vertretene Auffassung 
iiberein, gegeniiber der die von Schmidt (S. 226 und 263; vgl. dazu auch 
unten §8. 228: VI) vorgebrachten Einwinde uns keineswegs stichhaltig 
scheinen. Auf Grund einer theoretisch unhaltbaren Hypothese berechnet 
er vermeintliche Redoxpotentiale fiir eine ganze Reihe von Systemen 
(S. 270). 

Zur Klarstelhing der Konsequenzen, zu denen Schmidts Hypothese 
fiihren miiBte, gehen wir aus von dem System Oxyhimoglobin—Hamoglobin 
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Uber das Hamoglobin-Methamoglobin-Redoxsystem. 225 
(fir das Schmidt auf S. 238 ein Potential von etwa + 102 Millivolt errechnet). 


Das Reduktions-Oxydationspotential kann bekanntlich aufgefaBt werden 
als das Potential an einer reversiblen O,-Elektrode bei dem jeweiligen py 
und dem mit dem Redoxsystem im Gleichgewicht stehenden O,-Druck: 
denn jede Oxydation kann aufgefa8t werden sowohl als Aufnahme von 
Sauerstoff, wie als Aufnahme von positiven Ladungen (oder auch als Abgabe 
von Wasserstoff oder Elektronen), wobei es fiir den Wert des jeweiligen 
Redoxpotentials véllig gleichgiiltig ist, auf welchem Wege der Oxydations- 
oder Reduktionsvorgang wirklich verliuft. Das Redoxpotential des Systems 
Oxyhamoglobin—Hamoglobin errechnet sich also aus dem py der Lésung 
und dem mit der halbgesadttigten Lé6sung im Gleichgewicht stehenden 
O,-Druck, und zwar gemaf} folgender Forme!: 


E = 0,0148 log PO, 0,059 Pu 1,234 


nach noch unver6ftentlichten Messungen von Havemann zu etwa + 800 Milli- 
volt (PH 7, Og-Druck 10 bis 30mm Hg). Umgekehrt laiBt sich nach der 
gleichen Formel aus dem Redoxpotential des Systems Methiimoglobin 
—Himoglobin (py 7, EF + 90 Millivolt) der mit diesem System im 
Gleichgewicht stehende O,-Druck berechnen. Er betragt etwa 4-10 °° Atm. 
Hiernach ist es voéllig unméglich, daB unter irgendwelchen Bedingungen 
vergleichbare Mengen Oxyhimoglobin und Methimoglobin  thermo- 
dynamisch miteinander im Gleichgewicht sind'. Wiirde sich das Gleich- 
gewiecht zwischen Sauerstoff und Methamoglobin annihernd so schnell 
einstellen, wie es bei dem Gleichgewicht Sauerstoff—Oxyhaimoglobin det 
Fall ist, dann wiirden die nur fiir &uBerst kurze Zeit bestehenden wenigen 
Oxvhamoglobinmolekiile jeder Beobachtung entgehen. 

Es ist offensichtlich, da} Schmidt zu seinen abwegigen Vorstellungen 
nur kommen konnte, weil er nicht scharf zwischen einer Dissoziation und 
einer Reduktion des Oxyhimoglobins unterscheidet. Wenn er z. B. (aut 
S. 241) schreibt, da} beim Einleiten von Wasserstoff in eine Oxyhaimoglobin- 
lésung ,,das Potential schlieBlich so weit gesenkt wird, daB die Lésung das 
reduzierte Himoglobinspektrum zeigt**, so zeigt sich, da{} er hier den Wasser- 
stoff als ein Reduktionsmittel fiir Oxyhimoglobin auffabt. Nun wird aber 
bekanntlich durch den Strom jedes indifferenten Gases, daher auch durch 
Wasserstoff bei oder ohne Gegenwart von Platinasbest, Oxyhimoglobin 
(wie tibrigens auch Kohlenoxydhimoglobin) in reduziertes Héimoglobin 
verwandelt. Schon aus der gleichartigen Wirkungsweise verschiedener 
Gase, wie Wasserstoff oder Stickstoff, ergibt sich, daB dabei keine Reduktion 
im echemischen Sinne im Spiele ist, vielmehr eine Erniedrigung des Sauer- 
stoffpartialdruckes und damit eine den Gleichgewichtsbeziehungen zwischen 
Hamoglobin und Sauerstoff entsprechende Abgabe des gebundenen NSauer- 
stoffs. Das Gas wirkt also gewissermaBen als .,Waschmittel*‘, nicht als 
Reduktionsmittel. Bei Gegenwart von Platinasbest wird dieser Mechanismus 
lediglich dadurch beeinfluBt, dai der neu entstehende freie Sauerstoff nicht 
nur mit dem Gasstrom entweicht, sondern auferdem mit dem aktiven 
Wasserstoff reagiert: die dadurch bewirkte weitere Erniedrigung des Sauer 
stoffpartialdruckes kénnte also den Vorgang beschleunigen, obwohl Schmidt 
keine vergleichenden Angaben dariiber macht. 

Reduktionsmittel sind eben nicht, wie Schmidt die Sache aufzutassen 
scheint, alle Stoffe, die einen Reduktionsvorgang eintreten lassen, sondern 
nur solehe, die durch das ,,Oxydationsmittel*, in diesem Falle also Oxy- 
himoglobin, uwnmittelbar oxydiert werden. 


1 Vel. auch Leonor Michaelis, diese Zeitschr. 239, 186, 1931. 
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IV. Reaktion zwischen Himoglobin und Nitrit bzw. Stickoxyd. 


Dieselbe Auffassungsweise verleitet Schmidt auch zu einer verfehlten 
Darstellung der durch Nitrit ausgelésten Reaktion, die er wohl hatte ver 
meiden kénnen, wenn er nicht die Arbeit von Rolf Meier (6) ignoriert hatte, 
in der bisher am klarsten und vollstandigsten die bei dieser Reaktion ein 
tretenden Umsetzungen erforscht und beschrieben wurden. Dabei konnt« 
gezeigt werden, dais bei ganz bestimmten Mengenverhiltnissen, z. B. 
5 Molen Nitrit auf 1 Val Oxvhamoglobin fiir py 7, reines Methamoglobin 
entsteht: ferner wurde als die primdre Reaktion im Organismus auch bei 
groBem Uberschufi von Nitrit oder Stickoxyd die Bildung von Methiaimo 
globin erkannt, auf die erst in der Leiche die bekannte Umwandlung in 
Stickoxydhamoglobin folgt. In dieser Beziehung hat die von Schmidt 
(S. 258) zitierte Arbeit von Laves (7) nichts Neues gebracht. 

Fiir die genauere Ermitthing der Beziehungen zwischen Nitrit und 
Blutfarbstoff ging Rolf Meier von den Umsetzungen der Stickstoffoxyde 
mit Sauerstoff aus, die bei saurer Reaktion, aber deutlich auch schon be 
Pu 7 den allgemeinen Gang nach folgenden (gegentiber Rolf Meier hie: 
etwas modifizierten, doch grundsatzlich unverinderten) Formeln erkennen 


lassen: 


3 NO,’ + 2 H > NO 1. 2NO,'+ @ + H,O (1) 
» A v ii , 
NO,’ - NO < 2NO,'+ B (2) 
v 
2NO + 0, > N,0, (3) 
v 
NO,’ + 2H’ + || NO,’ || < N,O, + H,O (4) 


Der Stickstoff wird also unter der Eimwirkung des Sauerstoffs schlieBlich 
volistandig in seinem stabilsten Oxyd Nitrat festgelegt, wahrend er inter- 
medidr immer wieder Stickoxyd bildet. Der wichtigste Schritt dabei ist in 
der Formulierung (2) enthalten, d.h. in der gegensettigen Oxydation und 
Reduktion der gleichen Molekiilart (Dismutation). Hamoglobin scheint 
diesen Umwandlungsproze8 katalytisch stark zu beschleunigen, sowie es 
Ferrosalz ebenfalls tut. Dies laBt sich ohne weiteres daraus schlieBen, dai 
bei Ausschlug von Sauerstoff, also durch reduziertes Hamoglobin, das 
Nitrit auch bei neutraler und selbst schwach alkalischer Reaktion unter 
Auftreten von Stickoxydhamoglobin rasch zersetzt wird, unter Bedingungen 
also, unter denen es sonst ziemlich stabil ist. 

An die Stelle der obigen Formulierung (1) tritt dann die folgende (5); 
die aus einer Molekel Nitrit entstehende positive Ladung dient zur Oxydation 
eines der vier zweiwertigen Eisenatome einer Himoglobinmolekel 


NO,’ +2 H’' +2 Hb=Fe" -+» [Hb=Fe"]-NO+ Hb=-Fe'"'.OH-+H’. (5) 


Aus dem in Formel (1) auftretenden Stickoxyd entsteht natiirlich bei 
Hamoglobingegenwart Stickoxydhamoglobin, und zwar gerade 1 Mol aut 
jedes Mol Methamoglobin. 

Offenbar ist nun aber die katalytische Beschleunigung der Disrnutation 
der salpetrigen Saéure durch Blutfarbstoff so groB, daB bei fehlendem Nitrit- 
iiberschuB keine meBbaren Mengen Stickoxydhamoglobin auftreten. Sobald 
jedoch ein Uberschu8 von Nitrit Gelegenheit hat, langere Zeit mit dem 
anfangs gebildeten Methimoglobin in Beriihrung zu bleiben, so bilden sich 
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Uber das Hamoglobin-Methamoglobin Redoxsystem. 2927 
neue Reaktionen aus: Stickoxyd reduziert Methamoglobin und ein zweites 
Molekiil Stickoxyd verbindet sich mit dem entstandenen Hamoglobin zu 
Stickoxydhamoglobin; bei ausreichenden Mengen Nitrit und ausreichender 
Zeit geht schlieBlich der gesamte Blutfarbstoff in Stickoxydhamoglobin 
iiber. 

3ei dieser Auffassungsweise kommt von Oxydationspotentialen mur 
dasjenige des Systems Methimoglobin—Hamoglobin und des Systems 
salpetrige Saure—Stickoxyd (oder Stickstoffdioxyd zu Stickoxyd) in 
Betracht, auBerdem natiirlich die Komplexaffinitdt des Stickoxyds zum 
Blutfarbstoff. Ein ,,Oxydationspotential** des Stickoxydhimoglobins in 
dem von Schmidt gemeinten Sinne ist nach unserer Ansicht nicht gegeben 
und fiir die Deutung der besprochenen Umsetzung unnotig. 


V. Bestindigkeit des Stickoxydhimoglobins. 


Schmidt betont die ,,au8erordentlich feste** Bindung des Stickoxyds 
an Hamoglobin, die seit den ersten Versuchen von Hermann (8) vielen 
Forschern auffiel und die ja bei Pékelfleisch usw. praktisch so bedeutsam 
ist. Dennoch bemerkt Schmidt selbst (S. 255). daB in Lésungen von Sticek- 
oxydhamoglobin ,,an der Luft die erneute Bildung von Methamoglobin 
erfolgt’. Auch Rolf Meier hatte schon betont (1. ¢. S. 253), da®B sich in 
Stickoxydhaimoglobinlésungen ,,bei liangerem Stehen an der Luft immer 
Methamoglobin bildet*’. Das gleiche sah Heubner gemeinsam mit Grabe (9). 
Friiher als alle diese Befunde beschrieben Hewhner und Rhode (10) die 
Erscheiung, da®B langdauernde Dialyse von Gemischen aus Methamoglobin 
und Stickoxydhamoglobin das letztgenannte zugunsten von weiterem Met 
hamoglobin zum Schwinden bringt: sie beobachteten ferner, da das Stick- 
oxydhamoglobin trotz seiner Bestandigkeit gegen Reduktionsmittel durch 
einen Wasserstoffstrom in reduziertes Hamoglobin verwandelt wurde 
wenn auch in ,,unvergleichlich viel langerer Zeit als Oxyhimoglobin™; sie 
faBten dabei den Wasserstoff .,als Waschmittel, nicht als reduzierendes 
Agens** auf und zogen den SchluB, ,,daB auch das Stickoxydhimoglobin 
eine dissoziierende Verbindung darstellt, die in meBbarem AusmaB Gleich- 
gewichtsgesetzen folgt**. Uberdies erinnerten sie daran, daB bereits Hermann 
bei der Behandlung von Stickoxydblut mit Kohlenoxyd in dem entstan- 
denen Gasgemisch ,,eine Spur Stickoxyd** nachweisen konnte. 


Es ist also damit zu rechnen, da in Lésungen von Stickoxydhimo- 
globin, ebenso wie in denen von Kohlenoxyd- und Oxyhamoglobin stets 
gewisse Mengen reduzierten Hamoglobins gegenwartig sind; sie sind nur 
je nach den Umstainden und nach der Art des reagierenden Cases 
mengenmaBig verschieden (natiirlich in der aufgezahiten Reihenfolge an- 
steigend), 

Die Reaktionen dieser Gase mit dem Blutfarbstoff haben unmittelbar 
mit einer Oxydation oder Reduktion nichts zu tun — unbeschadet der 
Tatsache, da®B der isoelektrische Punkt des Hamoglobins sich dabei ver- 
schiebt. Fiir die Reaktion selbst sind jedenfalls Oxvdationspotentiale nicht 
maBgebend, sondern Komplexaffinititen. Die Tatsache dieser Gleich- 
gewichte des Blutfarbstoffs mit den Gasen, die dadurch bedingten wechselnden 
Mengen eines einheitlichen Reaktionspartners (nimlich reduzierten Hiamo- 
globins) fiir alle Reaktionen mit Oxydationsmitteln finden wir bei Schmidt 
nicht beriicksichtigt. Wir glauben, daB er dadurech vielfach zu unklaren 
und unrichtigen Deutungen fiir seine Befunde verleitet wurde. 
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VI. ..Cyanhimoglobin*. 


Das Cyanmethimoglobin ist das sehr wenig dissoziierte Cyanid ce 
Methimoglobins. Nach der von Havemann iiber das Methaimoglobin ent 
wickelten Anschauung lassen sich hier folgende Formeln aufstellen: 


[-Fe'] [0 H’} 


» 4 oO in: -FeO ewe” 3 ae 0 fe K, 
1. Methamoglobin : FeOH — -Fe 4 fh’; [-FeO H] , 
-Fe'] [CN’ . 
2. Cyanmethamoglobin: -FeCN — -Fe’ + CN’; ONT = K,. 
K, < K,. 


Geht man also aus z. B. von einer Mischung von Methaimoglobin und 


Himoglobin (in Abwesenheit von Sauerstoff), deren Redoxpotential bei 
Pu 7 etwa + 90 Millivolt betragt und fiigt Cyanidionen zu der Lésung, so 
geht sofort der gréBte Teil des Methimoglobins nach G1. (2) in Cyvanmethamo 
globin iiber. Damit sinkt das Redoxpotential auf einen der geringen Kon 
zentration Methamoglobin entsprechenden niedrigen (stark negativen 
Wert. Um diese geringe Konzentration Methamoglobin mit einem Reduk 
tionsmittel zu reduzieren und damit zu veranlassen, dali weiteres Methamo 
globin aus seinem Gleichgewicht mit CN’ freigesetzt wird, braucht man 
natiirlich ein Reduktionsmittel, dessen Potential niedriger liegt als das 
schon herrschende Potential. Es ist also éuberst plausibel, daB das Reduk 
tionsmittel das Methaimoglobin reduziert:; demgegeniiber nimmt Schmidt 
an, dafi das Cyanmethamoglobin reduziert werde. Um seine Auffassung 
verstindlich zu machen, zieht er als Vergleich die ,,potentialerniedrigende 
Wirkung*: von Cyanidionen in dem System Ferricyanid—Ferrocyanid und 
der entsprechenden Manganverbindungen heran. Dabei bedenkt er abet 
nicht, daB er dann Werte fiir ein ,,System* Ferroion—Ferricyanidion hatte 
vergleichen miissen. Aber dieses analoge System existiert ebensowenig wie 
das System Hamoglobin—Cyanmethamoglobin. 

Ubrigens sei angemerkt, daB die Behauptung von Schmidt (S. 227), 
auch das CN-Radikal vermége die Zellmembran nicht zu durchdringen*, 
wohl kaum zu begriinden und erst recht nicht zutreffend ist. 


VII. Weitere Bemerkungen. 


Ohne Angabe der Literatur zitiert Schmidt (S. 227) einen Satz von 
Heubner, den er zu beanstanden scheint; offensichtlich bringt er ihn in 
eine Art Widerspruch zu der Auffassung der chinoid-hydrochinoiden Systeme 
als Redoxsysteme, weil darin von ,,intermediiarer Sauerstoffaufnahme* die 
Rede ist, ,,durch die die Reduktionsmittel oxydative Eigenschaften erlangen". 
Hier handelt es sich doch wohl nur um eine Ausdrucksweise, die iiberdies 
von dem zur Zeit ihrer Niederschrift erarbeiteten Erkenntnisstand ab- 
hangig ist. Offenbar hat Schmidt auch hier itibersehen, daB Heubner (11) 
bereits in seiner ersten Mitteilung zur Deutung seiner Befunde eine Formu- 
lierung benutzte, die die oxydoreduktive Reversibilitat der chinoiden Systeme 
zur Grundlage hatte. 

Weiterhin hat Schmidt offensichtlich die Beobachtungen Heubners mit 
Rolf Meier (12) iibersehen, nach denen Blutfarbstoff die Oxydation von 
geléstem Hydrochinon und p-Aminophenol unter Aufnahme von molekularem 
Sauerstoff aus Luft erheblich beschleunigt; wenn die dabei entstehenden 
Chinone dann Methamoglobin bilden, so darf man wohl von einer ,,inter- 
mediiren Sauerstoffaufnahme sprechen, selbst wenn man sich bewubt 
ist, da der Sauerstoff dabei nur Wasserstoffakzeptor ist. 
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Uber das Himoglobin-Methimoglobin-Redoxsystem. 229 


An der gleichen Stelle behauptet Schmidt, daB fiir die Reaktionsweise 
des Arsenwasserstoffs bisher der niihere Einblick fehle. Aus dem pharma- 
kologischen Institut Berlin hat AK. Wolff eine Untersuchung iiber Arsen- 
wasserstoff (13) veréffentlicht, in der u. a. gezeigt wurde, daB die gebildete 
Methamoglobinmenge der oxydativ umgesetzten Menge Arsenwasserstoff 
parallel geht. Daraus wurde gefolgert, dal bei der Oxydation des Arsen- 
wasserstoffs ,,aktiver’S Sauerstoff auftritt und Ursache fiir die Methamo- 
globinbildung wird. (Ubrigens wurde das gleiche auch schon von Heubner 
in der Festschrift fiir Schmidts Fachkollegen Zangger erértert (14).| Spater 
wies Henze (15) mit ,,Luminol* nach, dai bei der Reaktion zwischen 
Arsenwasserstoff und Sauerstoff tatsachlich aktiver (Peroxyd-)Sauerstoff 
entsteht. An der genannten Stelle verwies Wolff iibrigens auf die Analogie 
zwischen Arsenwasserstoff und Phenylhydroxylamin, die beide je nach 
den Umstanden sowohl Methamoglobin bilden wie Methamoglobin redu- 
zieren kénnen (16). Der Reaktion des Blutfarbstoffs mit Phenylhydroxyl- 
amin wurde von Heubner, Rolf Meier und Rhode eine besondere Studie 
gewidmet (17), deren Ergebnisse durch die auf ein anderes Ziel gerichtete 
Arbeit von Warburg, Kubowitz und Christian (18) keineswegs itiberholt sind. 
Die von Schmidt angenommene (S. 267) Reversibilitat der Reaktion 
zwischen Blutfarbstoff und Phenylhydroxylamin scheint uns daher héchst 
zweifelhaft. 


Unsere Bemerkungen zu Schmidts Arbeit sind trotz ihrer Ausfiihrlich- 
keit noch nicht so erschépfend, da wir in allen nicht erérterten Punkten 
unser volles Einverstaéndnis bekunden kénnten. Doch mégen unsere Dar- 
legungen geniigen, den Ubergang prinzipiell fehlgreifender Auffassungen 
auf einem wichtigen Gebiete der physiologischen Chemie in die Denk- 
weise und die Schriften kiinftiger Forscher und Lernender zu verhindern. 
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Affinititen von Aminosiuren 
und Polypeptiden zu Siuren, Basen und Zwitterionen. 
Von 
St. J. von Przylecki, J. Cichoeka, E. Hofer’ und H. Rafalowska. 
(Aus dem Institut fiir Physiologische Chemie der J. Pilsudski-Universitit 
in Warschau. ) 


(Eingegangen am 25, Juli 1938.) 


Stoffe, die im Organismus als Zwitterionen vorkommen, sind seh 
verbreitet und spielen eine besondere Rolle. Die exakte Kenntnis 
der Eigenschaften der Zwitterionen, besonders ihrer Reaktionsweise 
mit Saiuren und Basen sowie mit Zwitterionen und neutralen Salzen 
ist unentbehrlich, um das wechselseitige Reagieren der Biokolloide zu 
verstehen. 

In dieser Arbeit soll das Verhalten der basischen, neutralen und 
sauren Aminosiuren sowie einiger Polypeptide gegen organische Sauren 
und Basen, sowie gegen Aminosiuren und Salze untersucht werden 
wobei nur salzartige Verbindungen analysiert wurden. 

Reaktion mit Sduren. Die neutralen Aminosaéuren geben mit 
schwachen Siuren im UberschuB leicht zerlegbare Verbindungen nach 
der Reaktion?: 

CH, coo CH, COOH 
t = 
COO” Ht NH; COO +NH, 

Solche salzartige Verbindungen existieren in festem Zustande 
nicht. Mit starkeren Sauren entstehen gut definierte Verbindungen 
Bei sauren Aminosauren ist ein Entstehen von Salzen mit schwachen 
Sauren wie Essigsiure unmdglich. Bei basischen Aminosiuren ent- 
stehen mit schwachen Sauren Salze im Verhaltnis 1:1. Zwischen 
basischen Aminoséuren und starken Sauren kénnen Verbindungen 
im Verhaltnis 1 Aminosiure: 2, 4, 6 sogar 8 Sauren entstehen. Es 
sind dies keine Salze, sondern Molekiilverbindungen, in denen die 
NH,-, NH-, vielleicht auch die COOH-Gruppe der Aminoséuren in 
Reaktion getreten sind. 

Die Entstehung von Salzen zwischen Aminosauren und organischen 
Sauren ist ausschlieBlich von der Starke der Séure abhangig. 

Reaktion mit Basen. 1. Neutrale Aminosiuren. a) Mit primaren, 
sekundiren Aminen. Die NH,-Gruppe der Amine hat etwas stirkere 


1 Stipendistin der Stiftung F. Wislicki. — ? v. Przyleckiu. Kasprzyk, 
diese Zeitschr. 288, 29, 1936. 
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basische Eigenschaften als diejenige der Aminosaure. Der Unterschied 
ist aber gering. Nichtsdestoweniger konnten Salze vom Typus 
NH; CH, NH, CH, 

+ | -H,O —~ H,O 
COO CH,NH, COO NH CH, 
nachgewiesen werden. 

Beim Abdampfen des iiberschiissigen Amins werden aber die Salze 
sroBtenteils in freie Amine und Aminosaure zerlegt. Die Differenz der 
Dissoziationskonstanten ist zu gering, um Salze vom stéchiometrischen 
Verhaltnis 1:1 zu erhalten. b) Starke Basen, z. B. Cholin, Guanidin, 
ergeben Verbindungen im Verhiltnis 1 : 1 (Beispiel: Glykokoll -~ Cholin). 

Aus dem System Tyrosin und Guanidin kristallisiert bei py 7 bis 8 
reines Tyrosin. Auch bei pu 8 bis 9 und oberhalb dieses py bilden 
sich beim Abkiihlen des Systemes Kristalle des freien Tvrosins. 

2. Basische Aminoséuren. a) Mit schwachen Basen geben die 
basischen Aminosduren keine festen Verbindungen: dies gilt auch 
vom Histidin. Mit Histidin konnte aber bei groBem UberschuB der 
Amine bei pu 8 bis 9 die Bildung einer Verbindung festgestellt werden. 
Bei diesen px-Werten liegt das Histidin teilweise als Anionen vor. 
b) Starke Basen wie Guanidin oder Cholin geben mit Histidin und 
teilweise mit Lysin leicht zerlegbare Verbindungen. Arginin gibt keine 
Verbindung. 

3. Saure Aminosduren. a) Mit Aminen geben sie in festem Zustande 
nur eine Verbindung. Infolge der Anwesenheit der zweiten COO 
Gruppe verhalten sie sich wie Fettséuren 


COOH 
R—COO + NH, (CH,), CH; + H,O 
NH? 
COO” NHg (CH,), CH; 
> R-COO + H,0O. 
NH 


Die zweite COO--Gruppe wird durch die NH, -Gruppe der Amino- 
siure neutralisiert. 

Bei einem UberschuB des Amins sind in Lésung zwei Formen 
méglich, und zwar: 


COO NH} (CH,),CH, COO’ NHj-CH, (CH,),CH, 
R—COO und R—COO NH3CH, (CH,),, -CH, 
NH; NH, 


Die Bildung dieser Verbindungen kann durch Elektrotitration fest - 
gestellt werden. b) Mit starken organischen Basen wie Cholin geben 
die sauren Aminosaéuren zwei Salztypen: 


COON (CH;); CH,CH,OH COON (CH;); CH,CH,OH 
t—COO und R—COO N(CH,), CH,CH,OH 
NH, NH, 


I II 
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Ob primire oder sekundare Salze entstehen, hangt vom pu ab 
Bei mehr saurem py, und zwar bei py 3 bis 7, existieren freie Amino 
siuren und primire Salze nebeneinander, dann primare und sekundir: 
Salze, und bei etwa px 9 bis 10 nur die sekundaren Salze. 

Mit sehr schwachen Basen wie Pyridin oder Anilin existieren nu 
primare Salze der sauren Aminosaéuren. 

Die Léslichkeit der Salze ist sehr verschieden. Aminosaduren lésen 
sich in den Aminen praktisch nicht. Auch in Pyridin oder Anilin ist 
die Léslichkeit sehr gering. Kine Ausnahme macht das Tridthanol 
amin, in dem die sauren Aminosauren gut léslich sind. Ein Zusatz 
von geringen Mengen Wasser erhéht die Léslichkeit der sauren Amino- 
siuren in den Aminen. So sind z. B. in 90° igem Athylamin Asparagin 
und Glutaminsaiure gut léslich. 1g dieser Sauren lést sich glatt in 
5eem 90% igen Athylamins. 

Aus den erhaltenen Resultaten kinnen folgende Schliisse gezogen 
werden : 

Zwitterionen miissen, um mit Sauren oder Basen zu reagieren, ent 
weder in die Kationen- oder in*die Anionenform tibergefiihrt werden 
Mit starken Basen oder Sauren ist dies leicht erreichbar. Mit schwacheren 
Sauren oder Basen, durch deren Zusatz das py nur wenig geandert 
wird, erfolgt der Ubergang in die Salzform nur bei einem Uberschu 
der Saure oder Base. Die Anionen und Kationen der Zwitterionen haben 
eine grobe Neigung, wieder in die Zwitterionenform tiberzugehen. 
Ganz ahnlich verhalt sich das Kreatin. 

Die Aminosiuren, die neben der Zwitterionengruppe eine freie 
basische oder saure Gruppe enthalten, geben salzartige Verbindungen 
vom gleichen Typus wie die Fettséuren, Oxyfettsiuren, Amine, Guanidin- 

| 


oder Imidazolderivate. Die Zwitterionengruppen C—NH, der 


COO 
basischen oder der sauren Aminosaduren reagieren meist wie diejenigen 
der neutralen. 

Reaktion der Aminosduren miteinander. Theoretisch sind die 
folgenden sechs Kombinationen méglich: 1. Neutrale + neutrale. 
2. saure + saure, 3. basische — basische, 4. saure —- neutrale, 5. basische 

neutrale und 6. basische + saure Aminosiure. 

1. Zwei neutrale Aminosaiuren. In geléstem Zustande ist eine 
Reaktion méglich nach dem Schema: 


H. H H 
NH; +COO R, NH; + COO —C—NH}j 
R—C< C oder R—C \R, 
COO + NHi H coo 


Diese Reaktion kann aber nicht nachgewiesen werden. Unsere 


Versuche, die Léslichkeit von wenig léslichen Aminosiuren wie Tyro- 
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sin, Cystin durch Zusatz anderer Aminosauren zu beeinflussen, zeigten, 
da der Effekt gleich Null oder nur sehr gering ist!. 

Die Versuche, eine Verbindung zwischen wenig léslichen und gut 
léslichen Aminosaiuren durch Auskristallisieren zu erhalten, sind mif- 
lungen. Der ausgefallene Niederschlag bestand allein aus der schwer 
léslichen Aminoséure. Nur bei Anwendung von Aminosiuren, die in 
ihnlicher Form kristallisieren, kénnen Kristalle entstehen, die zwei 
Aminosauren enthalten. Dieser Fall ist z.B. beim Vermischen von 
Valin mit Leucinen méglich. Bei Versuchen, in welchen eine Lésung 
von zwei gesattigten Aminosdurelésungen eingedampft wurde, erhielten 
wir getrennte Kristalle, z. B. von Glykokoll und Cystin oder Glutamin- 
siure oder Tyrosin. 

2.3. Verbindungen zwischen zwei sauren oder zwei basischen 
Aminosduren vom Salztypus konnten nicht erhalten werden. Uber 
andere Bindungsarten wird in einer anderen Arbeit berichtet. 

4. Systeme aus neutralen und sauren Aminosduren. Beim Ver- 
mischen zweier Aminosduren, deren isoelektrischer Punkt bei ver- 
schiedenem pu liegt, ergeben sich pxu-Anderungen. So wird z. B. beim 
Vermischen von Glykokoll (px 5,8) mit Glutaminsaure (pu 3,0) das py 
stark nach der sauren Richtung verschoben. Dadurch wird das Glykokoll 
teilweise aus seiner Zwitterionenform in die Kationenform tibergefiihrt. 
Die Glutaminséure, die in Zwitterionen- und Anionenform anwesend 
ist, wird durch Glykokollzugabe in die Anionenform iibergefiihrt. Die 
im experimentellen Teil mitgeteilten, sowie die in der Arbeit von 
Giedroyc? mit Elektrotitration erhaltenen Ergebnisse zeigten, daB ein 
Salz der Formel 

COO” NH{—CH,COOH 

(C Hg). 

CHNH; 

COO 

tatsichlich gebildet wird. Diese Reaktion andert nur in geringem 
Grade das px der Lésung der reinen Glutaminsaure, erhéht aber die 
Léslichkeit der Glutaminsaéure. Der Niederschlag, der beim Vermischen 
von heiBer Glutaminsaurelésung mit einer heiBen Lésung von Gly- 
kokoll und darauffolgendem Erkalten auf 0° entsteht, ist glykokollfrei. 
Das Salz Glutaminsaéure —Glykokoll ist leichter léslich als die Glutamin- 
siure, es kristallisiert nur die letztere aus. 

Die Reaktion Glutaminsaiure + Glykokoll ist ahnlich derjenigen, 
die beim Zusammenbringen von Glykokoll und Essigséure eintritt. 


' Siehe auch H. Euler u. Rudberg, Zeitschr. f. physiol. Chem. 140, 113, 
1924. — * W. Giedroy¢, Acta biologiae experimentalis. Im Druck. 
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Die Reaktion erfolgt nicht durch die %-COO--Gruppe, die durch 
die NH 3-Gruppe neutralisiert bleibt. Der Umfang der Reaktion ist 
wegen der schwachen Dissoziationskonstante der COO~-Gruppe der 
Glutaminsaure sehr gering. Deshalb ist auch die pxu-Anderung der 
Glutaminsaurelésung durch Glykokollzusatz nur gering. Glykokoll ist 
demnach kein guter Puffer beim Neutralisieren saurer Aminosauren, 
auch wenn seine Konzentration 20mal gréBer ist als die der sauren 
Aminosaure. 

Wahrend die zweibasische Glutaminsaure mit starken Basen zwei 
Typen von Salzen bildet, gibt sie mit neutralen Aminoséuren nur die 
erwahnten Salze. Verbindungen aus einem Molekiil Glutaminsaure 
und zwei Molekiilen Glykokoll konnten weder durch Elektrotitration 
noch mit anderen Methoden nachgewiesen werden. 


5. Reaktionen zwischen neutralen und basischen Aminosauren. 
Wahrend fiir die Reaktion zwischen neutralen und sauren Aminosauren 
allgemeine Regeln existieren, verhalten sich die basischen Aminosauren 
sehr verschieden, je nach der Starke der zweiten basischen Gruppe, 
die in der folgenden Reihenfolge zunimmt: 


Histidin << Lysin < Arginin. 


Wenn die Lésung einer neutralen Aminosaure mit einer basischen 
gemischt wird, wird das py durch die basische erhéht und die neutrale 
Aminosiure geht teilweise in die Anionenform, die basische Aminosiure 
in die einwertige Kationenform tiber. 

Die Dissoziationskonstanten der Endaminogruppen des Arginins 
und des Lysins sind viel gréBer als die der g-Aminogruppe. 

Der Unterschied ist so groB, daB dadurch eine Entstehung von 
Salzen zwischen basischen und neutralen Aminosiuren mit ziemlich ge- 
nauen stéchiometrischen Verhaltnissen erméglicht wird. Das Salz kann 
von der freien neutralen Aminosaure auf Grund seiner besseren Léslichkeit 
in Alkohol getrennt werden. Um eine Verbindung vom Verhaltnis 1] : 1 
zu erhalten, muB ein UberschuB von neutraler Aminosiure angewandt 
werden. Die st6chiometrische Verbindung kann dann in festem Zustande 
erhalten werden. [hr py ist 7,1 bis 7,5. Sie dissoziiert vollstandig in 
Wasser. So wie zwischen neutralen und sauren Aminosiuren existieren 
auch zwischen basischen und neutralen Aminosauren nur Verbindungen 
vom Verhaltnis 1:1. Mit Histidin sind stéchiometrische Verbindungen 
mit neutralen Aminosdéuren schwerer zu erhalten als mit Lysin oder 
Arginin. 

Interessanterweise enthalt der Niederschlag, der beim Erkalten 
der Mischung einer Arginin-, Guanidin- oder Lysinlésung mit Tyrosin 
entsteht (50°), nur reines Tyrosin. 
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6. Basische + saure Aminosaéuren. Beim Vermischen einer sauren 
Aminosiure mit einer basischen kénnen verschiedenartigere Verbin- 
dungen als in den bis jetzt besprochenen Systemen entstehen. 

Das pu der Mischung variiert je nach dem Mischungsverhaltnis 
zwischen 3 und 11. In diesem py-Bereich sind die sauren Aminosauren 
in Form von Zwitterionen oder ein- bzw. zweiwertigen Anionen und die 
basischen Aminosduren in Form von zwei- oder einwertigen Kationen 
oder Zwitterionen anwesend. 

In Abhangigkeit vom px werden mit Arginin oder Lysin und Aspara- 
ginsaure oder Glutaminsaure folgende Salze entstehen: 


COO + NH{—Lysin COO” + NH3—Lysin 
(C Hy), (C Hy), 
] 
CH-NH, CH-NH, 
COO + NH3-Lysin COO 
I II 
Hohes py Ubergangs-py 
1 saure : 2 basische Amino- 1 saure: 1 basische Amino- 
sauren. saure. 


CH,NH}+COO —Glutaminsaure 
(CH); 
CHNH:+COO ~— Glutaminsaure 


COOH 
Ill 
Niedriges py 3 bis 4 
2 saure: 1 basische Aminosaure. 

Es ist schwer, die Existenz der ersten Salzform (1 saure : 2 basische 
Aminosauren) in fester Form nachzuweisen, da die Verbindung von 
dem Uberschu8 von Arginin oder Lysin schlecht befreit werden kann. 
Dieser Salztypus kann aber durch Elektrotitrierung nachgewiesen 
werden!. 

Die Salze vom Typus II und IIT konnten wir in reinem Zustande 
durch Zusammenbringen der Lésung von Arginin oder Lysin verschie- 
dener Konzentration mit Glutaminsaure oder Asparaginsaure erhalten. 
Die Mischung wurde von dem UberschuB der sauren Aminosiure 
hefreit, ausgefallt, gereinigt und nach der Trocknung analysiert. Die 
Salze kristallisieren sehr schwer. Das Histidin, die am wenigsten 
basische Aminosaure, reagiert viel schwacher. Die Iminogruppe des 
Imidazols ist weniger dissoziierbar als die %-Aminogruppe der sauren 
Aminosauren. 


Siehe die Arbeit von Giedroyc, |. e. 
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Experimenteller Teil. 
1. Verbindungen zwischen Aminen und Aminosduren. 


Es wurden Versuche mit Athylamin, Dimethylamin, Triathylamin 
Triathanolamin, Cholin und Guanidin sowie mit verschiedenen Amino 
siuren ausgefiihrt. Die primaren, sekundaren und tertiéren Amine wurde: 
in verschiedenen Mengen zu wiasserigen Lésungen von Aminosaéuren zu 
gesetzt. Die Mischungen wurden bei 45 bis 60° im Vakuum bis zum kon 
stanten Gewicht getrocknet. In einer abgewogenen Menge wurde de: 
N-Gehalt und nach dem Lésen in destilliertem Wasser das pq bestimmt 

Die Salze schwer bzw. nicht fliichtiger Basen wie Cholin, Guanidin 
oder Triathanolamin wurden in etwas anderer Weise analysiert. Es wurde 
hierzu die Léslichkeit der Amine bzw. ihrer Salze mit Aminoséuren aus 
genutzt. Zu diesem Zwecke wurden die Amine mit Aminosaéuren von 
verschiedenen Konzentrationen gemischt bzw. die Aminoséure in Amin 
gelést (Triathanolamin). Die Mischung wurde mit Athanol von verschiedene: 
Konzentration behandelt. Der Uberschu8 der Aminosaure (d. i. die freie 
Aminosaure) wird bei dieser Behandlung ausgefallt. Die Trennung de 
freien Base erfolgt auf Grund der verschiedenen Léslichkeit der Salze 
und der Amine. Die erhaltenen Resultate sind in der Tabelle I an 
gegeben. 

Die Ergebnisse der Tabelle I wurden durch die direkte Analyse de1 
Niederschlige bestatigt. In Fallen, in welchen die Salze aus Amino- 
siure und einer nicht fliichtigen Base bestanden, wurden die Komponenten 
durch Auflésung der Base in 99° ,iger Essigséure getrennt. Die Salze 
von sauren Aminoséuren oder Tyrosin mit Triathanolamin, Guanidin 
und Cholin wurden abgewogen, in einem UberschuB von Eisessig (100 cem 
auf 2g) kraftig geschiittelt und 24 Stunden lang stehengelassen. Nach 
dieser Zeit wurde die Fliissigkeit abfiltriert und der Niederschlag gut mit 
Essigséure gewaschen. Besondere Versuche zeigten, daB dabei die ganze 
Base in Essigsaure gelést wird. Der Riickstand enthalt reine Aminosaure. 
Die Fliissigkeit wurde bei 10 mm Druck abgedampft, der Riickstand besteht 
aus reiner Base. Durch Wagung und Stickstoffbestimmung konnte das 
Mengenverhialtnis der Komponenten ermittelt werden (Tabelle Ia). 

_ Gleichzeitig wurde versucht, verschiedene Aminosaéuren in trockener 
Form in Athylamin, Dimethylamin, Anilin, Pyridin usw. zu lésen. Im 
Gegensatz zum Verhalten der Aminosauren gegeniiber organischen Sauren 
lést sich keine Aminosiaure in praktisch nachweisbarer Menge in wasserfreien 
Aminen. Beim Vermischen von Aminoséurelésungen mit aliphatischen 
Aminen sind die Aminoséuren, besonders die sauren, sehr gut léslich, wenn 
die Wasserkonzentration nicht zu stark herabgesetzt wird. Am _ besten 
lésen sich die Aminosaéuren in Triathanolamin (Tabelle IT). 


2. Verbindungen von Aminosduren miteinander. 
a) Entstehung von Verbindungen. 

Es wurden verschiedene Aminosauren in Wasser gelést und die Lésungen 
vereinigt. In einigen Fallen wurden die schwer léslichen Aminosaéuren in 
den Lésungen der gut léslichen neutralen oder basischen Aminoséuren 
aufgelést. Die Systeme wurden mit Athanol ausgefallt. Bei geeigneten 
Konzentrationen der Aminosaéuren werden die neutralen und sauren Amino- 
siuren praktisch mit 90° igem Athanol ausgefallt. 
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Tabelle IL. 


237 





Mischung aus 


Glykokoll + Athylamin 
Leucin + Athylamin 


Asparagin + Athylamin 


Asparaginsaure + Athylamin 
Glutaminsaure + Athylamin 


Arginin -- Athylamin ...... 
Lysin + Athylamin ........ 


Glykokoll + Dimethylamin 
Leucin + Dimethylamin .... 
Asparaginsaure -+- Dimethyl- 
Bear eis srk re 
Glutaminsaure + Dimethyl- 
MOREE 5 Soka sc awee cee .s 
Arginin -+ Dimethylamin ... 
Lysin + Dimethylamin..... 


Glykokoll + Triaithanolamin 
Asparaginsaure + Triathanol- 
EE acid o> vena Wwe ey 
Glutaminsaure + Triathanol- 
WEE bs hae a Cee we ees 


Glykokoll + Guanidin...... 
Asparaginséure + Guanidin . 


Glutaminsaure + Guanidin 


Glykokoll + Cholin 

Leucin + Cholin ...... ee 
Asparagin + Cholin........ 
Asparaginsiure + Cholin 
Glutaminsaure +- Cholin .... 
Lysin + Cholin..... 


Asparaginsaure + Trimethy]- 
"| Sa pepe oe 


N in °/) des Riickstandes 
PR der berechnet 
Mischung gefunden fiir das 


Verhaltnis 
1 


a<~ 9 21,1 23,3 
7 9 12,4 15.9 
(11,9 2,6) * 

i— 9 21,1 23,3 
(20,4 — 12,5) * 

7 2 16,0 15,7 
(15,9 —16,1) * 

7— 9 15,0 14.6 
(14,7—15,8) * 
oe 32 ** 31,8 
7— 9 19,1—19,3 22.0 
7 9 19,1 23.1 
7— 9 16.7 15,8 
( 9 15,9 15,6 
I~ oe 14,9 14,6 
i= 9 ge ** 31,7 
7 9 19,3 14,6 
i— 9,6 17,9 12,5 
7 9,5 9,8 10,0 
7 9,5 9,2 9,4 
7—10 41,9 41,8 
7—10 38,8 29,3 

(38,1 —39,4) *** u. 39,2 TT 
7—10 36,5 22,3 
(35,9 —37,4) *** u. 36,9 ++ 
7—10 15,4 15,6 
q 10 KR 
7 10 **K 
40) + 
7—10 
y + 
13,1 13,3 


N-Gehalt 


der 
Amino- 
siiure 


18,7 
10,7 
21,2 


10,5 


18,7 


10,7 
10.5 
9.6 


32,0 
19,2 


der 
Base 


( 


31,1 


31,1 
31,1 


31,1 


30,4 
30,4 
30,4 
30,4 
30.4 
30,4 


9,3 


* Mittelwerte aus 5 bis 6 Bestimmungeri. Die Zahlen in den Klammern bezeichnen die 


Grenzen der Abweichungen. 


** Das Gewicht des Niederschlags entsprach demjenigen des 


Arginins. 


*** Das Gewicht des Niederschlags entspricht der Verbindung 1 Aminos&ure : 1 Amine. 
: 2 Amine. 


+ Das Gewicht des Niederschlags entspricht der Verbindung 1 Aminosiure 
++ Die erste Zahl entspricht dem Verhiltnis 2 Aminosiuren : 1 Base, die zweite dem Ver- 


hiltnis 1: 1. 


zum Versuch 


verbrauchten 
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Tabelle La. 





Verhaltnis der Komponenten 





Aminosaure Base ; ‘ 
Aminosiure : Basen 

OOM Foe TON Silene oa % Triathanolamin 1:0,3 —0,?7 
oo a eee ears = 1: 0,25 —0,6 
Asparaginséure .......... 9 Ee 
Glutaminséure .......... » Ls] 
MONEE Soo '5's sen 5 pies Cholin bea 

NN os oa Gate nosis dG ~ Ll 
Asparaginsaure .......... ~ L1:1—1:2 
Glutaminsaéure .......... ”» Lsi—i<2 
co tabeae 5 EERE Res cee Guanidin bed 

SPMMIED iietoaiear’ +e dtie eatin ‘9 be] 
Asparaginsaéure .......... ° Lsi—1i:2 
Glutaminséure .......... m 1:1—1:2 

Tabelle IL. 

Aminosaure Lisungsmittel Léslichkeit 
Asparaginsaure ....... Pyridin, rein praktisch unléslich 
ERR toca x vam ss wre oe MS sg a a 
oo” AS ay Cee ee fe ” 9 ” 
Glutaminséure ........ 9 9 9 ” 
UFO SoS ei ss nhs » ie = 
Asparaginséure ....... Pyridin mit 10°, H,O schwer léslich 
RMN. 6520: 0)5 9 aeian's Athylamin, rein praktisch unléslich 
Asparaginséure ....... ‘. 9 9 ne 
Pe ee ae ' Pe 5 9s 99 
5 ie le 5 RAPE a % 9% oy » 
Glutaminséure ........ 9 ” ” 9 
po ” ” ‘9 ‘i 
Asparaginsaéure ....... Athylamin mit 10% H,O — mehr als 1 g in 10 cem 
Glutaminséure ........ " 9 TONG ss 9 os. 2S vy LOOM 
UMN U...cccr atu .: | ae weniger léslich 
Ss. ceri - 49d sis id ey ee 9 va 
a a re ‘i | ae 99 9 
GIYEGMON: ..... 2.0.5. * Pee | hy Saar 9 a 
Glutaminséure ........ Triathanolamin mit 5°, H,O mehr als 1 g in 10 cem 
Asparaginséiure ....... oo. de. hie Aen 


Beim Mischen groBer Mengen der neutralen oder sauren Aminosauren 
mit basischen Aminosduren fallt bei der Zugabe von Athanol die iiber- 
schiissige freie Aminosaure aus, das Salz bleibt gelést. Es wird mit absolutem 
Alkohol ausgefallt und gut gewaschen, dann getrocknet und der N-Gehalt be 
stimmt. Eine bestimmte Menge wurde in Wasser gelést und das py potentio- 
metrisch bestimmt. Die erhaltenen Resultate sind in den Tabellen III 
und IIIa angegeben. Auf diese Weise kénnen allerdings nur Salze zwischen 
neutralen und basischen, sowie zwischen sauren und basischen Amino 
siuren bestimmt werden. Bei Sa!zen zwischen neutralen und sauren Amino 
siuren wurden py-Bestimmungen durchgefiihrt, sowie Léslichkeitsanderun- 
gen usw. untersucht. 
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Tabelle III. 





N im Niederschlag in °/, 


0,5 g Glykokoll + 0,5 g Glutaminséure ....... 17,0 
10g ee + 0,5 g * Re arar, 16,8 
152 4 + 0,5 g¢ ON ie aR Pr 17,2 
0,5 g = —- (0.0 AVON 2... ice e eee 25,8 
10g a + 0,5 g aa ae ee we ea 27,8 
bg ‘ 0,5 g i eae rier cas 28,2 
04¢ g + 0,3 2 MSE ae eae 26,7 
0.8 ¢g % + 0,3 ¢g pei Nie hinds tees slat 26,1 
12g ia L 0,3 ¢ adhe co Radda va aaleataee 23,6 
0,5 g Leucin +- 0,5 g Ot Rm ree eee 21,0 
1Og. » + 0,5 g ADR ere rer 20,6 
10g ,, gf Spagetti MRR tie 17,0 
0.5 g Glutaminsaure + 0,5 g grin a eva cc aio 18,5 
10g Pe +- 0,5 g Ge i eiewecee nue tres 18,3 
15g a L 0,5 g Pe abr are oe ea lah 18,2 
0,2 g ee + 0,52 SEE er Ae Te St 22,8 
0,2 g Ls L 0,5 ¢ gay > hee ey ae emake 21,8 

0,2¢g ‘i +- 0,3 g Se MMS ate te oe ar cr ai keine Ausfallung 
0,6 ¢ ore 1 0,3 ¢ ENR Ni At GR ety ee 16,3 
10g > + 0,38 g oat Val Dung aioe eal 17,1 

Die Verbindung | Glykokoll : | Ghutaminsaure enthalt 13,5° N 

= = l és : | Arginin a 28,0% N 

i x 1 Leucin a 22,8% N 

| Clutaminsaure : | 21,7% N 

2 31 17,8% N 


Tabelle Illa. 
Die abgedampften Salze von Arginin, Histidin, Lysin mit Asparagin ode 
Glutaminsaure wurden mit Essigsaure geschiittelt. Die basische Aminosaure 
wird vollstandig in Essigséure aufgelést, die saure Aminoséure bleibt 
ungelést. Die Komponenten der Systeme Glykokoll—Glutaminséure wurden 
in derselben Weise getrennt. Die Salze Glykokoll—Arginin oder Leucin 
—Arginin wurden dureh die Ausfallung der basischen Aminosaure mit 
Phosphorwolframsaure in ihre Komponenten getrennt. 





Mol. Verhiiltnis 


Aminosiuren : ‘ 
Aminosdure (berechnet aus der N-Bestimmung) 


0,5 g Glykokoll +0,5g Arginin ......... Glykokoll : Arginin = 1-1 
1,5 g eS + 0,5 ¢ SAN Oh a en Get “ ‘a rr: 
0,5 g PS + 0,3 g ee ere ee e os is] 
1,2¢ re +- 0,3 g Hee ore e 3 1:1 
0,5 g is 4+- 0,5 g Glutaminsaure ... GroBer UberschuB von Gly- 

15g kn 0,5 g = ... | kokoll (10:1 oder mehr) 

0,5 g Glutaminsaure + 0,5 g Arginin ......... | Glutaminsaure: Arginin = 1: 1 
1,0 g i +0,5¢ arene ee 223 
1bg = + 0,5 ¢ Rte a aren rey te = 22:1 
0,2 g * +. 0,5 g Cait haley aia’ EF ‘3 Pe 
0,6 g ss + 0,3 g wae “ * 2:1) 
10¢g 9° — 0.3 g -  *h 5 Keteen ” ” ? b4 1 
0,5 g Leucin + 0,5 g CECE Er Leucin : Arginin 1:1] 
LGe 6, + 0,5 g dais ree me “ re] 
10¢ ce + 0,3 ¢ Be Pee Grate aces a a 21:1 
0,5 g Glutaminsaure + 0,5 g Lysin ........... Glutaminsaure : Lysin = 1:1 
10g sm Se ya SUR Re ik pz 2 - 2:1 
15g an Me Fy ke ESET 3 os Se 
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b) Gegenseitige Beeinflussung der Léslichkeit. 

a) Systeme aus einer schwerldslichen und einer leicht léslichen Amino 
sdure. 1, Glutaminséure + Glyk, koll. Es wurden 20 cem 3 %ige Glutamin 
saurelésung mit 10 ccm 6° ,iger Glykokollésung bei 80° gemischt und dik 
Mischung auf 0° gebracht (A). Gleichzeitig wurden zwei Kontrollen bereitet 
und zwar 20cem 3° ,ige Glutaminséure + 10 cem H,O (B) und 20 cen 
H,O + 10 cem 6° ige Glykokollésung (C). In A und B sind Niederschlag 
entstanden. In A erfolgt die Kristallisation viel langsamer. Die Nieder 
schlage wurden abzentrifugiert, mit H,O (0°) gewaschen, getrocknet und 
der N-Gehalt bestimmt. In den Lésungen wurde das pq gemessen. Die 
Ergebnisse (Tabelle IV) beweisen, daB durch das Glykokoll nur eine geringe 
pu-Anderung der Glutaminsaéurelésung bewirkt wird. Das Glykokoll 
steigert aber die Léslichkeit der Glutaminsaéure, und zwar im Vergleich mit 
der Kontrolle um 35°). Je gréBer die Konzentration des Glykokolls im 
System, desto gréBer war die Differenz zwischen A und B. 


Tabelle IV. 





mg N in 10ccm N im Niederschlag 
Filtrat pa in %¢ 
A 7,56 3,56 9,67 
B 35,28 . 2,94 9,49 
C 25,06 5,78 a 
2. Tyrosin Glykokoll. 0,5 g Tyrosin wurden in 50 cem H,O + | cem 


n NaOH gelést. Zu der Lésung wurden 10 cem 6° ,ige Glykokollésung 
zugesetzt und das System mit n HCl ausgefallt. Der Niederschlag wurde 
abfiltriert, mit 10 cem H,O (0°) gewaschen und nach dem Trocknen gewogen. 
Gleichzeitig wurde in 10cem des Filtrats der N bestimmt (Tabelle V). 


Tabelle V. Mittelwerte aus fiinf Versuchen. 





sinaean say . a im Pissing 

0,5 g Tyrosin + 100 cem 10 %iges Glykokoll ... -  0,4595 7,5 
05g mm a oD 5 it se Kes 0,447 7,5 

0.5 g ss +7100". 3 ie “ ae 0,449 7,5 
05g Pee +. 100 ,, Os: 5, Leucin ..... 0,458 7,4 

0.5 g ‘i ech: hy erie. eae bene 0,447 7,5 
ee On er ey Pe Perrre eye rer Ser ee 

0,5 g Tyrosin + 100 cem 0,6 iges Leucin ..... 0,455 7,4 

0,5 g me C100 » OS w Tee 0,451 7,4 

0,5 ¢ ~ | i RC Pee re ee 0,451 7,45 


Ahnliche Resultate wurden mit verschiedenen Glykokollkonzentrationen 
oder mit Tyrosin -- Leucin erhalten. Der Niederschlag besteht ausschlieb- 
lich aus Tyrosin. Die zweite Komponente beeinfluBt die Léslichkeit des 
Tyrosins fast gar nicht. 

3. Cystin + neutrale Aminoséuren. Ahnliche Resultate wurden in den- 
jenigen Fallen erhalten, in welchen Cystin zusammen mit Glykokoll oder 
Leucin oder Glutaminsaéure gelést und dann ausgefallt wurde (Tabelle VI). 

4. Tyrosin + Glutaminséure oder Tyrosin + Guanidincarbonat. 0,5 g 
Tyrosin wurden in 50 ccm H,O + 1 ecm n NaOH geldst und 10 cem Gua- 
nidincarbonat zugesetzt. Mit HCl wurden die Systeme auf py 8,0 oder 9,0 
gebracht. Es entstand ein Niederschlag. In der abfiltrierten Lésung sowie 
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Tabelle VI. 





Niederschlag in g 
Systeme 


I Il Parallelversuch 

0,5 g Cystin + 100 cem 10 %iges Glykokoll ..... 0,5078 0.4134 * 
0.58» IO, “20 “ss gp ORES 0,5046 0.4564 * 
Oe. x4 +100 ,, | sa ae ee 0,4900 0,4192 * 
Ve, + 100 ,, So w oe eae 0.4902 0,4250 * 
Oe a Oy RB, fe pes Gag 0,4828 0,4138 * 
O08 ~cs +100 ,, Ae ii thet anes 0,4814 04170 * 
of Si ee |) Creer Ter 0,4510 0,3996 * 
Obs” 53 +100 ,, Bees bck e heer os ee 0,4592 0.4050 * 
OBE. -% + 100 ,,, 2%iges Leucin........ 0,4580 0.4612 * 
OD: 0s +100 ,, 0,5 %ige Glutaminsaure 0,4566 0.4668 

GBT 5 Se WU ny. MMOS 6 soa 0 o sinew acre sie 0.4600 0.4612 


Die mit * bezeichneten Versuche wurden mit einem anderen Cystinpriparat ausgefiihrt. 


in dem ausgewaschenen Niederschlag wurde der N-Gehalt und das py 
bestimmt. 

Der entstandene Niederschlag enthalt kein Guanidin. Bei demselben py 
enthalt die Kontrolle mit Tyrosin allein die gleiche Menge Tyrosin in Lésung 
wie das System Tyrosin + Guanidin. Ahnliche Versuche mit den Systemen 
Tyrosin + Glutaminsaéure zeigten, daB die Ghitaminsaéure keine Anderung 
in der Léslichkeit des Tyrosins bei py 5 bis 7 bewirkt (Tabelle VII). 


Tabelle VII. Mittelwerte aus vier Versuchen. 





Gewicht 


~ N im des Nieder- Léeung 
Systeme Niederschlag schlags ; mg N 
0/5 mg PH in 10 cem 
05g Tyrosin + 100cem H,O.. 7.5 8,3 1,82 
Guanidincarbonat + H,O ..... 8,7 39,62 
06g Tyrosin -+ 1°, Guanidin- 
MN Sos Spek isn ead cele 
05g Tyrosin + 1% Guanidin- 7.61 8,3 44,03 
OES ee PLN 
0,5 g Tyrosin -}+ 0,5 % Guanidin- 7,48 95,2 
MERE nas wey ae ehh o 
0,5 g Tyrosin + 0,259 Guanidin- 7,51 153.1 
en eS Be On eee 
Tyrosin + 0,5 % Leucin....... 7.47 207,0 
05g Tyrosin + 0,5 °, Glutamin- 475.6 
oo ae Ee LCE Se 
0,5 g Tyrosin + H,O.......... 458,9 


Uberall wurden zu 0,5 g Tyrosin 100 cem Lésung zugesetzt. 


* Das Pu W urde nicht gedindert. Das Tyrosin wurde im Guanidincarbonat durch maBiges 
Erwirmen gelést und bei 0° ausgefillt. 


B) Systeme aus zwei schwerloslichen Aminosduren. 09g Ghataminsaure 
wurden mit 0,3 g Tyrosin in 50 cem H,O bei 100° gelést und langsam bei 18° 
auskristallisieren gelassen. 

Reines Tyrosin in Form von charakteristischen Nadeln und reine 
Kristalle der Glutaminsaure schieden sich getrennt ab. Ahnliche Resultate 
wurden mit Tyrosin und Asparaginséure oder mit Leucin und Asparagin- 
sdure erhalten. Es bildeten sich keine Mischkristalle. 











Verhalten des Leber- und Muskelglykogens bei hungernden 
Ratten nach Belastung mit glucoplastischen Aminosiuren. 
Von 


Richard Stohr. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Innsbruck.) 


(Eingegangen am 10, Oktober 1938.) 


Der Nachweis, daB eine bestimmte Gruppe der Aminosauren, di: 
sogenannten glucoplastischen Aminosiéuren, im Organismus in Kohlen- 
hydrat umgewandelt wird, stiitzt sich neben Untersuchungen an iiber 
lebenden Organen und Organschnitten vorwiegend auf die Versuche 
an phlorrhizin- und pankreasdiabetischen Tieren, bei denen nach Be- 
lastung mit diesen Aminosauren die Ausscheidung von ,,Extrazucker™ 
beobachtet worden ist. Dagegen sind Versuche an gesunden Tieren, 
diesen Ubergang der glucoplastischen Aminosauren in Kohlenhydrat 
auch durch eine Zunahme der Glykogenreserven (Leber und Muskel) 
nachzuweisen, bis vor kurzem kaum ausgefiihrt worden. Erst Butts 
und Mitarbeiter (1) haben von wenigen friiheren Autoren (2, 3, 4) ab- 
gesehen in den letzten Jahren diesbeziigliche Untersuchungen an 
hungernden Ratten in Angriff genommen und bei einem Teil der gluco- 
plastischen Aminosauren neben den Veranderungen des Leberglykogens 
vor allem die antiketogene Wirkung dieser Aminosauren bei einer 
kiinstlich erzeugten Acidosis studiert. Untersuchungen iiber Ver- 
inderungen des Muskelglykogens nach Aminosiurefiitterung liegen 
dagegen kaum vor (2). 

Im Hinblick auf die Veréffentlichungen von Butts und Mitarbeitern 
méchten wir in der vorliegenden Mitteilung iiber die bisherigen Ergebnisse 
unserer Untersuchungen iiber das Verhalten des Leber- und Muskel- 
glvkogens bei hungernden Ratten nach Verfiitterung glucoplastischer 
Aminosauren berichten, die sich bezitiglich des Leberglykogens mit den 
Angaben dieser Autoren weitgehend decken. Auf die von uns gemachten 
abweichenden Beobachtungen soll spater noch zuriickgekommen 
werden. Die hier mitgeteilten Versuchsergebnisse lagen schon vor 
2 Jahren im groBen und ganzen abgeschlossen vor, doch hatte sich 
deren Veréffentlichung verzégert, da es urspriinglich geplant war, in 
den Fallen mit zweifelhaftem oder negativem Ergebnis weitere Versuche 
anzustellen, um zu einem eindeutigen Ergebnis zu kommen. Letztere 
muBten aber wegen anderer Arbeiten zuriickgestellt werden. 

Wir waren uns von allem Anfang an bewuBt, daB Fiitterungs- 
versuche mit glucoplastischen Aminoséuren keineswegs immer zu einer 
Verainderung des Glykogenbestandes im Organismus fiihren miissen, da 
jede Glykogenneubildung die Anwesenheit eines Uberschusses an inter- 
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mediar gebildeten Kohlenhydratbausteinen zur Voraussetzung hat, die 
nicht der Verbrennung anheimfallen. Letztere Bedingung ist, wie die 
Untersuchungen von Cori gezeigt haben, bei Fiitterungsversuchen mit 
Kohlenh ydraten (Hexosen und Triosen) immer erfiillt. Auch bei Belastung 
mit Fettsiuren mit ungerader Kohlenstoffanzahl (3, 5, 7 und 9C-Atomen) 
erfolgt der Abbau zur zuckerbildenden Propionsiurestufe geniigend 
rasch, so daB Glykogenablagerung in der Leber eintritt (5). Bei Amino- 
siurebelastung muB diese Bedingung selbst bei ausreichender Resorption 
dagegen keineswegs immer gegeben sein, da der Stoffwechsel der Amino- 
sauren schon im Hinblick auf ihre besondere physiologische Bedeutung 
nicht so rasch verlauft wie z. B. der der Kohlenhydrate. Dazu kommen 
noch neben verschiedenen anderen Faktoren, die den Aminosaurestoff- 
wechsel beeinflussen, die konstitutionellen Unterschiede der einzelnen 
glucoplastischen Aminosauren, die einen verschieden langen ,,Abbauweg™ 
bedingen. Die Voraussetzungen und die Ausgangsbedingungen fiir 
Fiitterungsversuche mit Aminoséuren liegen somit wesentlich kom- 
plizierter und zum Teil auch ungiinstiger als es bei analogen Versuchen 
mit den Kohlenhydraten der Fall war. Bei Beriicksichtigung dieser 
Erwagungen war es somit ohne weiteres méglich, daB mit Hilfe dieser 
Versuchsanordnung nicht in allen Fallen ein positives Ergebnis erzielt 
werden kann. Es handelte sich daher nicht so sehr darum, die Versuchs- 
ergebnisse am phlorrhizin- und pankreasdiabetischen Tiere durch 
Nachweis einer Glykogenspeicherung in der Leber oder im Muskel 
bestatigt zu finden, sondern es sollte vielmehr in einer Untersuchung 
von allgemein orientierendem Charakter festgestellt werden, ob und 
in welchem AusmaBe Fiitterungsversuche mit glucoplastischen Amino- 
siuren tiberhaupt zu Veranderungen der Glykogenreserven im Orga- 
nismus fiihren. Weiters wollten wir durch die Wahl einer fiir alle Amino- 
siuren willkiirlich festgesetzten gleichlangen Resorptionsdauer einen 
Einblick bekommen, mit welcher Geschwindigkeit gegebenenfalls eine 
Umwandlung in Glykogen eintritt und ob diese sich auf die Leber 
allein oder auch auf die Muskulatur erstreckt. Die hierbei gesammelten 
Erfahrungen sollten dann, wie eingangs erwahnt, die Grundlage fiir 
weitere systematische Untersuchungen bilden, bei denen entsprechende 
Anderungen der Versuchsbedingungen vorgesehen waren. 

Beziiglich der alteren Versuche an phlorrhizin- und pankreasdiabetischen 
Tieren und Hungertieren (Kaninchen und Hunde) verweisen wir auf die Zu- 
sammenstelhingen in den gréBeren Handbiichern (6). Uber Fiitterungs- 
versuche mit glucoplastischen Aminosaéuren an hungernden Ratten haben 
im Zeitpunkte des Beginns unserer Untersuchungen die nachstehenden 
Autoren berichtet: Wilson und Lewis (2) fanden Anstiege des Leber- und 
Muskelglykogens nach Verfiitterung von d- und d, |-Alanin, geringere nach 
Gaben von d-Glutaminsaure. Thre Angaben beziiglich des Muskelglykogens 
scheinen uns aber wenig beweiskraftig, da die Glykogenwerte ihrer Kontroll- 
tiere groBe Schwankungen aufweisen (0,028 bis 0,077 g°, pro 100 g Koérper- 
gewicht) und auch wesentlich niedriger liegen als jene Werte, welche von 
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Cort und auch von uns bei fritheren Untersuchungen regelmaBig gefund 

worden sind (0,121 bis 0,143 g°,). Die Resorptionsdauer betrug in ihre 
Versuchen 16 Stunden. Chase und Lewis (3) beobachteten nach Ve: 
fiitterung von d,1l-Aminocapronsaure (Norleucin) keine Zunahme de 
Leberglykogens; Resorptionsdauer 3 Stunden. Greisheimer und Arny (4 
fanden nach Belastungen mit Glykokoll, d,1-Alanin und d-Glutaminsaure 
nur bei d, l-Alanin erhéhtes Leberglykogen; Resorptionsdauer 6 Stunden 
Die Versuche der bisher genannten Autoren sind schon deshalb schwe: 
untereinander vergleichbar, da die Resorptionsdauer in diesen Versuchen 
verschieden lang war und in den Versuchen von Greisheimer und Arny 
sicherlich Uberdosierung vorlag (2 g pro Tier!). 

Kine bessere Vergleichsbasis stellen dagegen die Versuche von Butts 
und Mitarbeiterm (1) dar, deren erste Mitteilung tiber Glykokoll, d- und 
d, 1-Alanin damals gerade erschienen war und die wir aus diesem Grunde 
etwas ausfiihrlicher behandeln méchten. Nach einmaliger Fiitterung 
von Glykokoll, d- und d, 1-Alanin als Na-Salz wurden nach achtstiindiger 
Resorptionsdauer erhéhte Leberglykogenwerte gefunden: dieselben 
betrugen 0,60, 2,15 bzw. 1,14¢% (Kontrolltiere: 0,24¢%). Nach 
stiindlicher Verfiitterung des Mononatriumsalzes von d- und d, |-Gluta- 
minsaure, d- und d, l-Asparaginsaure trat gleichfalls eine Zunahme des 
Leberglykogens ein, welche ziemlich proportional der Resorptionsdauer 
verlief; Resorptionsdauer 2, 4, 6, 8, 10 und 12 Stunden; nach sechs- 
stiindiger Resorptionsdauer (berechnet vom Zeitpunkt der ersten 
Fiitterung) fanden sie bei d-Glutaminsaure 0,73 ¢°, und bei d, l-Aspara- 
ginsiure 0,89 ¢°%, (Kontrolltiere 0,35 ¢°%). d, 1-Aminocapronsaure, als 
Na-Salz gegeben, bewirkte unter gleichen Versuchsbedingungen erst 
& Stunden nach der ersten Fiitterung eine deutliche Erhéhung des 
Glykogenspiegels der Leber; nach sechsstiindiger Resorptionsdauer war 
noch keine Zunahme des Leberglykogens feststellbar. |-Cystin, gelést 
als freie Séure in ,,tragacant gum‘, war bei stiindlicher Verfiitterung 
ohne Einflu8 auf das Leberglykogen: Resorptionsdauer 4, 8 und 
12 Stunden. Dagegen wurden nach d, |-Seringaben (wasserige Lésung 
der freien Saure) unter gleichen Bedingungen wie beim Cystin schon 
nach 4 Stunden starke Anstiege des Leberglykogens beobachtet; ge- 
funden 1,16 ¢%, (Kontrolltiere 0,33 ¢%). In allen Versuchen, in denen 
die natiirlichen Aminoséiuren und das Racemat derselben verfiittert 
worden war, erwiesen sich die ersteren erwartungsgemaB als wesentlich 
stirkere Glykogenbildner. 

Was den Abbau der glucoplastischen Aminoséuren und ihre Umwand 
lung in Kohlenhydrat betrifft, so werden folgende Reaktionsfolgen ange- 
nommen, die vielfach noch hypothetischer Natur sind: Glykokoll — Gly- 
oxylséure (7%); Alanin —> Brenztraubensiure; Cystein bzw. Cystin — 
Serin (?) — Oxybrenztraubensaure (?); | «-Aminobutterséure — «-Keto- 
butterséure —> Propionséure; «-Aminocapronsiure —> «-Ketocapronsaure 
~—> Valeriansaure — Propionsaure; Prolin — «-Aminoglutarséure — «-Keto- 
glutarsiure —> Bernsteinséiure; Oxyprolin —> «-Amino-y-Oxyglutarsaure (7) 
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- a-Keto-y-Oxyglutarsiure (7?) — Apfelsiure — Oxalessigsiiure —> Brenz- 
traubenséure; Arginin —> Ornithin -—> «-Keto-d-Aminovaleriansaure ( 7) 

- y-Aminobuttersdure (?) — Bernsteinséiure; Asparaginséure —> Oxalessig 
siure — Brenztraubensaéure; Glutaminsaure — «-Ketoglutarsiure — Bern- 
steinséure. Von diesen zum Teil mutmaBlichen Abbauprodukten ist von der 
Brenztraubensaéure (7), der Propionsadure (5) und der Bernsteinséure (8) im 
Rattenversuch der Ubergang in Glykogen bewiesen worden. 

Bei unseren Fiitterungsversuchen an hungernden Ratten haben wir 
die nachstehenden glucoplastischen Aminosiuren verwendet : Glykokoll, 
d- und d, |-Alanin, d, |-Serin, |-Cystein, |-Cystin, d, |-Aminobuttersaure, 
d, l-Aminocapronsaure, d-Glutaminsaure, Asparaginsdure, d-Ornithin, 
Arginin, 1-Prolin und 1-Oxyprolin. Die einzelnen Aminosauren wurden 
entweder im freien Zustand (Glykokoll, d- und d, l-Alanin, d, |-Amino- 
buttersaure, l-Prolin und 1-Oxyprolin) oder als deren Na-Salze verfiittert 
(restliche Aminosaduren). Bei den zweibasischen Aminosauren wurde 
die fiir eine Carboxylgruppe aquivalente Menge an NaOH zugesetzt. 
d, l-Serin und d-Ornithin gelangten sowohl als freie Séiure als auch als 
Na-Salz zur Verwendung. Die jeweils verfiitterte Menge betrug 0,2 
bis 04g pro 100g K6érpergewicht und richtete sich im allgemeinen 
danach, ob die natiirliche optisch aktive Form oder deren Racemat 
gegeben wurde. Die Fiitterung war eine einmalige, die Resorptions- 
dauer in allen Versuchsreihen einheitlich mit 6 Stunden festgesetzt. 
Die von Butts und Mitarbeitern spater mit Erfolg angewendete Versuchs- 
anordnung, eine kleine Menge der zu verfiitternden Aminosaure stiindlich 
durch eine langere Zeitspanne dem Versuchstier einzuverleiben, war 
auch von uns seinerzeit in Erwigung gezogen worden, da sie sicherlich 
fiir die Resorptionsverhiltnisse giinstigere Bedingungen schafft: Ver- 
suche, die wir schon friiher in dieser Richtung anlaBlich anderer Versuche 
angestellt hatten, haben aber gezeigt, daB eine 6ftere Einfiihrung der 
Schlundsonde durch die damit verbundene Erregung der Tiere die 
Glykogenablagerung in der Leber erschweren, ja sogar zu einer Glykogen- 
mobilisierung fiihren kann. Um diese Gefahr zu vermeiden, hatten 
wir uns fiir die einmalige Fiitterung entschieden. Fiir unsere Versuche 
verwendeten wir Tiergruppen mit drei bis sieben jungen mannlichen 
Ratten, welche vorher 24 Stunden gehungert hatten. Es wurden nach- 
stehende Ergebnisse erzielt : 

1. Leberglykogen. Die Verfiitterung von d- und d, |-Alanin, |-Cystin, 
|-Cystein, Arginin, Asparaginsiure und d-Glutaminsdure fiihrte zu 
einer eindeutigen Zunahme des Glykogengehalts der Leber. Nach 
Verabreichung von Glykokoll, |-Oxyprolin, 1-Prolin und d, l-Amino- 
capronsadure konnten in den einzelnen Versuchsreihen keine einheitlichen 
Glykogenanstiege festgestellt werden. Manche Tiere zeigten unver- 
inderte Glykogenwerte, andere dagegen wieder eine deutliche Zunahme 
desselben. Da bei diesen Versuchen auf Grund der statistischen Aus- 
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wertung eine Schlubziehung nicht zulassig ist, so beschranken wir uns 
darauf, die jeweils beobachteten héchsten Glykogenwerte mitzuteilen. 
Diese betrugen nach Verabreichung von Glykokoll 0,453 2%, nach 
l-Oxyprolin 0,299 g°,, nach 1|-Prolin 0,224 g°, und nach d, l-Amino. 
capronsaure 0,190 g°,, pro 100 g Leber (Kontrolltiere :0,071 + 0,009g°,) 
Negativ verliefen die Versuche mit d, ]-Serin, d-Ornithin und d, |-Amino- 
buttersaure. Die Ergebnisse sind in der anschlieBenden Tabelle zu- 
sammengestellt. 

2. Muskelglykogen. Bei allen untersuchten Aminosaéuren konnte 
eine wesentliche Verinderung des Muskelglykogens nicht festgestellt 
werden. Eine Beeinflussung desselben scheint somit bei den von uns 
eingehaltenen Versuchsbedingungen nicht erfolgt zu sein (Tabelle). 


Verhalten des Leber- und Muskelglykogens bei hungernden 
mannlichen Ratten 6 Stunden nach Verfiitterung von 
glucoplastischen Aminosauren. 

(Mittelwerte von sechs Kontrolltieren: Leberglykogen: 0,071 + 0,009 g°,; 
Muskelglykogen: 0,121 + 0,004 2°.) 





Zahl der Muskelglykogen 


= Jerfiitterte ebherglyvkoge e 
Fat Aminosaure : [=o Ree peo FR neti a! * 
tiere g £°'9 g” 
4 iS Pane mes 0,2 0,524 + 0,075 0,118 + 0,002 
-4 , A io SS “0,4 0,945 + 0,256 0,126 + 0,001 
DR cicntass ninieie ave 0,2 0,369 + 0,096 0,122 + 0,005 
3 oo eae ee 0.3—0,4 0,584 + 0,111 0,109 + 0,003 
3 PS S45 Soc ads oe 0,3 0,250 + 0,011 0,133 +- 0,001 
3 Asparaginséure ........ 0,3 0,517 + 0,139 | 0,108 + 0,004 
4 d-Glutaminsaure....... 0,3 0,362 + 0,086 0,108 + 0,003 
4 GIGRMRIIN a os bec es 0,2 siehe Text 0,122 + 0,004 
4 ok Sue a dee a 0,2 mn ie 0,117 + 0,004 
4 PORVOO: 6.:45:5 do 00 0,2 nee és 0,117 + 0,005 
4 d, 1-Aminocapronsaure. . 0,4 nd es 0,127 + 0,002 
6 OS Ne he ee eee 0,2—0.4 | 0,020 + 0,003 0,115 + 0,004 
4 d, |-Aminobuttersaure . . 0,4 0,060 + 0,006 0,111 + 0,002 
7 Ta a ee 0,2—0,4 0,061 + 0,019 0,110 +- 0,003 


* .,Kérpergewicht“: Gewicht des getéteten Tieres nach Entfiernung der Leber und des 
Magen-Darmtraktes. 


Aus unseren Versuchen glauben wir vor allem den SchluB ziehen 
zu diirfen, daB die Versuchsanordnung von Cori prinzipiell weitgehend 
auch auf Stoffwechselversuche mit Aminosduren anwendbar ist, da 
bei einem Grobteil der glucoplastischen Aminosiuren der Abbau ge- 
niigend rasch erfolgt und dadurch die Bereitstellung eines Uberschusses 
an Glykogenbausteinen erméglicht. Ob Fiitterungsversuche auch bei 
den restlichen Aminosauren in allen Fallen zu einem positiven Ergebnis 
fiihren werden, mu bei entsprechender Anderung der Versuchsbedin- 
gungen (héhere Dosen, langere Resorptionsdauer und eventuell stiindliche 
Fiitterung) noch naher untersucht werden. Immerhin scheinen die 
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bisherigen Ergebnisse unserer orientierenden Versuche bei einigen dieser 
Aminosaéuren fiir weitere Untersuchungen ziemlich erfolgversprechend 
zu sein. 

Unsere Versuche mit d- und d,1-Alanin, Asparaginsiure und 
d-Glutaminsaure stehen mit den Befunden von Butts und Mitarbeitern 
in voller Ubereinstimmung. Beziiglich des Arginins und des |-Cysteins 
liegen bestatigende Angaben von anderer Seite noch nicht vor. Bei 
unseren Versuchen mit Glykokoll und d, l-Aminocapronsaure war die 
von uns gewahlte Resorptionsdauer von 6 Stunden offenbar zu kurz. 
Beide Aminosaduren haben sich aber in den Versuchen von Butts und 
Mitarbeitérn bei achtstiindiger Resorptionsdauer positiv erwiesen. 
Diese Autoren beobachteten 6 Stunden nach Verfiitterung von d, I- 
Aminocapronsaure gleichfalls noch keine Zunahme des Leberglvkogens. 
Beziiglich des 1-Oxyprolins und |-Prolins diirfte auf Grund der geringen 
Ausschlige, die wir bei unseren Versuchen erhalten hatten, der ein- 
deutige Nachweis einer Glykogenspeicherung in der Leber bei ent- 
sprechender Anderung der Versuchsbedingungen zweifelsohne gelingen, 
wenngleich der Abbau dieser Verbindungen infolge der notwendigen 
tingéffnung erschwert erscheint. Eine analoge Annahme erachten 
wir auch fiir die d, 1-Aminobuttersaure berechtigt, da der Abbau dieser 
Verbindung zu demselben Endprodukt fiihren diirfte (Propionsiaure) 
wie der der d, |-Aminocapronsaure. In diesem Zusammenhang méchten 
wir aber auf eine Angabe von Corley und Leighty (9) aus den letzten 
Jahren hinweisen, derzufolge d,]-Aminobuttersiure beim phlorrhizin- 
vergifteten Hunde keine Ausscheidung von Extrazucker bewirken soll. 
Auffallig erscheint uns das negative Ergebnis der Versuche mit d, ]-Serin 
und d-Ornithin, da beide Verbindungen nach der herrschenden Ansicht 
als Durchgangsstufen beim Abbau des Cysteins bzw. des Cystins und 
des Arginins angesehen werden, die in unseren Versuchen eine deutliche 
Zunahme des Leberglykogens gezeigt hatten. Beziiglich des d, ]-Serins 
und des 1|-Cystins sind wir auch zu entgegengesetzten Ergebnissen 
gekommen, wie sie von Butts und Mitarbeitern berichtet worden sind. 
Diese Autoren haben in beiden Fallen die freien Sauren verfiittert, 
wahrend von uns das I|-Cystin als Na-Salz, das d, l-Serin sowohl als 
freie Saure als auch als Na-Salz gegeben worden ist. Dieser Unterschied 
kénnte vielleicht bei den Versuchen mit |-Cystin eine Rolle gespielt 
haben, da von dieser Aminosaure bekannt ist, daB ihr Na-Salz leichter 
resorbiert wird als die freie Saure (10). Butts und Mitarbeiter berichten, 
schon 4 Stunden nach Verfiitterung von d, l-Serin einen starken Anstieg 
des Leberglykogens nachgewiesen zu haben (Leberglykogen: 1,16 ¢°,: 
Kontrolltiere : 0,33 ¢°,), wahrend in unseren Versuchen trotz Variierung 
der Dosis zwischen 0,2 bis 04g pro 100g Kérpergewicht auch nach 
6 Stunden noch nicht die geringste Zunahme feststellbar war. Die 
Frage, ob d,1-Serin im Fiitterungsversuch eine Zunahme des Leber- 
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glykogens bewirkt, méchten wir daher noch offen lassen, um so meth: 
als das d, |-Serin als Oxyaminosaure im Hinblick auf die Untersuchunge: 
von Knoop und Mitarbeitern (11) an @-phenylierten Oxyaminosaure; 
vielleicht gleichfalls eine Sonderstellung beim Abbau einnimmt. 


Versuche. 


Unsere Fiitterungsversuche fiihrten wir an jungen, mannlichen, weiben 
bzw. scheckigen Ratten aus, welche unter gleichen Bedingungen aufgewachse), 
waren und deren Gewicht nach 24stiindigem Hungern im allgemeinen 
zwischen 100 und 130g lag. Die Aminoséuren wurden in wasseriger Lésunyg 
(Volumen 2 bis 2,5 cem) mittels einer Magensonde gegeben. Resorptions 
dauer 6 Stunden, Tétung der Versuchstiere durch Durchtrennungé der Hals 
wirbeln. Die Bestimmung des Leber- und Muskelglykogens erfolgte nach 
unseren friiheren Angaben (12). Beziiglich der Glykogenwerte der Lebe: 
und des Muskels verweisen wir auf die Tabelle. Herkunft der Aminosauren : 
Osterreichische Heilmittelstelle: Glykokoll; Kahlbaum, Berlin: Asparagin. 
saure; Fraenkel u. Landau, Berlin: d-Alanin, |-Cystein, d, |-Aminobutter 
saure, d, |-Aminocapronsaure, |-Prolin, 1-Oxyprolin, d-Ornithin, d-Glutamin 
siure; Hoffmann-La Roche: da, \1-Alanin, 1-Cystin, d,1l-Serin, Arginin. Alle 
Priparate waren Analysenpraparate. 


Zusammenfassung. 


1. Es wurde das Verhalten des Leber- und Muskelglykogens bei 
hungernden mannlichen Ratten 6 Stunden nach Verfiitterung der 
nachstehenden Aminosaéuren (0,2 bis 04g pro 100g Kérpergewicht) 
untersucht: Glykokoll, d- und d, l-Alanin, |-Cystein, 1-Cystin, d, ]-Serin, 
d, |-Aminobuttersiure, d,1l-Aminocapronsaure, 1-Prolin, 1-Oxyprolin, 
d-Ornithin, Arginin, Asparaginsiure und d-Glutaminsaure. 

2. Eine eindeutige Zunahme des Leberglykogens wurde festgestellt 
nach d- und d, |-Alanin, |-Cystein, ]-Cystin, Arginin, Asparaginsaure, 
und d-Glutaminsaure ; wechselnde Ergebnisse gaben Glykokoll, |-Prolin, 
|-Oxyprolin und d, l-Aminocapronsaure; vollstindig negativ verliefen 
die Belastungen mit d, ]-Serin, d, 1-Aminobutterséure und d-Ornithin 

3. Veriinderungen des Muskelglykogens wurden nicht beobachtet. 
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Uber die jodometrische Bestimmung 
des Glutathions in Geweben’. 
I. Mitteilung: 
Bestimmung des reduzierten Glutathions. 
Von 
Akiji Fujita und Isamu Numata. 
(Aus dem Biochemischen Laboratorium des Kitasato-Instituts in Tokio.) 
(Eingegangen am 8. September 1938.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


In einer friiheren Arbeit haben wir? darauf aufmerksam gemacht, 
daB bei der jodometrischen Bestimmung des Glutathions in Geweben 
die Anwesenheit der Ascorbinséure zu beriicksichtigen ist. Wir haben 
hierfiir eine kolorimetrische Bestimmungsmethode angegeben. Obwohl 
die kolorimetrische Bestimmung fiir Glutathion sehr spezifisch ist, 
laBt doch die angegebene Methodik noch viel zu wiinschen tibrig. Die 
Farbe ist nicht stabil genug und die Bereitung der Standardlésung bei 
jeder Messung ist umstandlich. Uber eine geeignete kolorimetrische 
Methode werden wir spiter berichten. Hier geben wir unsere letzten 
Ergebnisse tiber die jodometrische Bestimmung des Glutathions der 
Gewebe sowie unsere kritischen Untersuchungen tiber die bisher mit- 
geteilte Methode an. Wie wir schon hervorgehoben haben, kann bei 
der Messung des Blutes, in dem wenig Ascorbinsaure, aber viel Glutathion 
enthalten ist, der gesamte Jodverbrauch dem Glutathion zugeschrieben 
werden, aber bei vielen Geweben ist die Ascorbinsdéure nicht unberiick- 
sichtigt zu lassen, wahrend die sonstigen jodverbrauchenden Sub- 
stanzen praktisch kaum in Betracht kommen. Wenn man daher die 
anderen jodverbrauchenden Substanzen, namentlich aber Ascorbinsaure, 
quantitativ und spezifisch beseitigen kann, so kann das Glutathion 
jodometrisch direkt bestimmt werden. Auch wenn die Ascorbinsaure, 
wie wir schon berichtet haben, gesondert bestimmt und der entsprechende 
Jodverbrauch von dem Gesamtjodverbrauch abgezogen wird, kann der 
Glutathiongehalt berechnet werden. Da die Ascorbinsaéure nach unseren 
Untersuchungen? jetzt ganz genau und sicher zu bestimmen ist, kann 
das Glutathion auch nach diesem Prinzip ermittelt werden. Die Zer- 


' Die Hauptergebnisse wurden am 26. Oktober 1937 auf dem Biochemi- 


schen KongreB zu Nagasaki mitgeteilt. — ? Fujita u. Iwateke, diese Zeitschr. 
277, 284, 1935. — 3 Fujita u. Ebihara, ebenda 290, 172, 182, 192, 1937; 


291, 433, 1937; Fujita u. Sakamoto, ebenda 297, 10, 1938. 
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stérung des Glutathions durch Formaldehyd (Kamiya!, Wachholder?) 
ist nach unseren Versuchen nicht einwandfrei, denn die vorhanden 
Ascorbinsaure wird gleichzeitig auch teilweise zerstért. Die Bestimmung 
nach diesem Prinzip kann daher unseres Erachtens keine richtigen 
Glutathionwerte geben. Daf die Zerstérung des Glutathions durch 
Formaldehyd unvollkommen ist, wurde schon von Kiihnau? hervor 
gehoben. Binet und Weller* haben das Glutathion als Cadmiumsalyz 
in alkalischem Bereich gefallt. Nach Angabe dieser Autoren kann 
Glutathion und Cystein in einem bestimmten py-Bereich fraktioniert 
gefallt werden, wihrend Ascorbinsiéure in Lésung bleibt. Nach unseren 
Versuchen ist eine vollkommene Trennung durch diese Behandlung 
unméglich. In dem pu-Bereich, wo Glutathion vollkommen gefillt 
wird, fallen auch bedeutende Mengen Cystein und Ascorbinsaure aus 
Wir kénnen daher auch diese Methode nicht als sicher ansehen. 

Wir haben versucht, die Ascorbinséure durch Ascorbinsaure- 
oxydase spezifisch zu oxydieren und das bleibende Glutathion jodo- 
metrisch direkt zu bestimmen. Die Ergebnisse waren befriedigend. 
Zur Jodometrie benutzten wir diesmal Jodat, wie Okuda®, Woodward ° 
und Wachholder®, statt wie bisher iiberschiissiges Jod zu verwenden 
und mit Thiosulfat zuriickzutitrieren. Wir haben uns iiberzeugt, dai 
unter den geeigneten Bedingungen der Endpunkt der Jodattitration 
gleichfalls sehr genau ist. Die Methode kann wegen des kleinen Blind- 
wertes und der Stabilitat des Jodattiters als gut durchfiihrbar be- 
zeichnet werden. 


Bestimmung des reduzierten Clutathions. 
Reagenzien. 


. 5%ige Metaphosphorséure. Im Eisschrank aufbewahrt. 
2. Seesand. Mit konzentrierter HCl gekocht, gewaschen und gegliiht. 


3. 4%ige KJ-Lésung, taglich frisch bereitet und im Dunkeln aufbewahrt. 
Nach Zusatz von Starkelésung darf keine Farbe auftreten. 
4. 1°%ige Lésung von léslicher Starke in gesattigter NaCl-Lésung. 
5. n/1000 K-Jodatlésung. 
6. 2,0n HCI. 
7. 2,.0n NaOH. 
1 Kamiya, Nagoya J. med. Scien. 3, 25, 1928. — ? Quenselu. Wach- 
holder, Zeitschr. f. physiol. Chem. 231, 65, 1935. — *% Kiihnau, diese 
Zeitschr. 230, 353, 1931. — 4 Binet u. Weller, Bull. Soc. Chim. Biol. 16, 


1284, 1934. Die Methode ist als eine Anwendung der Bestimmungsmethode 
des echten Blutzuckers ohne Hefe nach Fujita u. Iwatake (diese Zeitschr. 
242, 43, 1931) anzusehen. Wir haben namlich schon 3 Jahre vor diesen 
Autoren darauf aufmerksam gemacht, da® der Hauptteil der reduzierenden 
Nichtzucker des Blutes aus Glutathion besteht, und daB®B_ dasselbe als Cad- 
miumsalz in alkalischem Medium vollkommen gefallt werden kann. — 
5 Okuda u. Katai, Nippon Nogeikagakukaishi 3, 1097, 1927; Okuda u. 
Ogawa, ebenda 9, 655, 1933. — ® Woodward u. Fry, J. of biol. Chem. 97, 
465, 1932. 
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3. Ascorbinséureoxydase. Diese wurde aus dem wisserigen Extrakt der 
Rindenteile von Gartenkiirbis hergestellt (Ebihara', vgl. Fujita u. Saka- 
moto?). Zum Versuch nimmt man einen zwei- bis dreifachen Uberschui 
an Oxydase*, Da das Ferment in verdiinntem Zustande verhiltnismafig 
wenig bestiéndig ist, ist es besser, eine kleine Menge davon zu nehmen, 
als es zu verdiinnen. Wendet man zuviel Ferment an, dann wird auch 
das Glutathion mehr oder weniger oxydiert. 


Ausfiihrung. 

1. In einen Morser gibt man wenig Seesand und 2,0 cem 5 °,ige 
Metaphosphorsiure. Dazu fiigt man ag der zu priifenden Gewebe und 
verreibt fein. 5 °,ige Metaphosphorsiure wird zugesetzt, bis das Volumen 
4acem entspricht. Danach fiigt man 5a cem Wasser zu und riihrt gut 
durch. Nach einigem Stehen wird zentrifugiert. Man erhalt so ein 
im Verhaltnis (1:10) verdiinntes Filtrat. 


Bemerkungen. a) Es ist notwendig, die Organe méglichst schnell nach 
dem Abtéten zu verarbeiten. Andernfalls ist es besser, dieselben mit CQ,- 
Schnee gefroren aufzubewahren. b) Wenn das Filtrat getriibt ist (wie 
z. B. bei Leber, Hirn und Lunge), kann man die Triibung durch Zusatz 
des halben bis des gleichen Volumens Methanol beseitigen. Das Filtrat 
kann durch Evakuieren im Vakuum leicht von Methanol befreit werden. 
Da aber die Triibung kein Jod verbraucht, ist es nicht immer nétig, das 
Filtrat klar zu machen. c) Bei Verwendung von Blut ist es besser, dasselbe 
durch Zusatz von Wasser zuerst zu himolysieren und dann mit Meta- 
phosphorsiure zu enteiweiben. Andernfalls werden die gefundenen Werte 
etwas zu klein. 

2. 2,0cem des Filtrats von 1. werden in ein Zentrifugenglas 

2. 2,0 les Filtrat 1. werd in ein Zentrifugengl 
(2x9em) eingefillt und mit 0,2 cem 4°%iger KJ-Lésung gemischt. 
Nach Zusatz der Starkelésung wird unter Eiskiihlung mit n/1000 Jodat- 
losung titriert. Das erste Auftreten der bleibenden blauen Farbe ist 
der Endpunkt. 

Bemerkungen. a) Es ist immer notwendig, den gefundenen Wert um 
den Blindwert zu korrigieren. b) Bei einer Lésung, die viel Ascorbinséure 
oder Cystein enthalt, wird der Endpunkt mehr oder weniger unschartf. 
Dann ist es besser, vor der Titration noch etwas mehr Metaphosphorsiure- 
lésung und die entsprechende Menge KJ-Lésung zuzusetzen. Nach der 
Oxydasewirkung wird der Endpunkt sehr scharf. Wenn das Filtrat getriibt 
ist, fiigt man ebenfalls mehr Metaphosphorsiure zu. 

3. 2,0 cem des Filtrats 1. werden in ein ZentrifugengefaB gefiillt 
und mit wenig Methylrot als Indikator mit 2n NaOH auf pu 6 bis 7 
(also auf Gelborange) eingestellt. Bei 2,0 ccm Filtrat (1:10) sind 
gewohnlich 0,08 bis 0,14 ccm Lauge erforderlich. Nach dem Mischen 
setzt man die Oxydaselésung (gew6hnlich 0,05 cem) zu, taucht in ein 


! Ebihara, J. Biochem. (im Druck). — ? Fujita u. Sakamoto, diese 
Zeitschr. 297, 10, 1938. — * Zur Priifung der Enzymaktivitat nimmt 
man gewohnlich 2,0cem 20 mg®% ige Ascorbinséure in 2°, HPO, (mit 
NaOH auf px 6,0 eingestellt). 
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Wasserbad von 30° ein, leitet mittels einer Kapillare 5 Minuten O, durch 
spilt die Kapillare mit einigen cem 2% iger HPO,-Lésung ab und 
setzt diejenige Menge 2n HCl zu, die dem zugefiigten 2n NaOH ent 
spricht. Das pu verschiebt sich dadurch nach 1,8 bis 2,2. Unter Eis 
kiihlung setzt man pro ccm Lésung 0,1 cem 4°ige K J-Lésung zu und von 
titriert ebenfalls mit n/1000 Jodat. vor 
Wie die Titrationskurve der Abb. 1 zeigt, verhalt sich Metaphospho: ph 
saure wie Orthophosphorsiure als wenigstens dreibasisch im Gegensatz zu Ant 
. Sulfosalicylséure. Zwischen 0,5 
| e: | AL PH 6 bis 7 ist ihr Pufferungs Ox 
f}—_+__}—__+ _+__4+4_ _+__+-_+__— Ta t+ -vermégen ziemlich groB. In . 
er / a x : in 
» | 2) | folgedessen verschiebt de: 
; | kleine Uberschu8 an zuge 
9 fp pt +—f-——__ setztem NaOH das pg nicht 
Sulfosalieylsaure~_| P i sehr stark. —_= 
8 } + ; + + T + + ees tf T 
| | | 4 | os 
F ee ae 9 | ae 4. Nimmt man an, der 
NES WB Ses Soe eae ‘ad 
+ 1 Lt} oe Sibes , 
| | ox finial Titrationswert sei @ ccm, 
FO Se Seabee Min ABIL aids NR A Aa Ne ie 5 
ee ; 4 die angewandte Menge = 
| ee } | femre Cee caer 4 ‘ae Meer ae ae . 5 Oh 
5 | 1 | Fliissigkeit sei m cem (nach 
| 1 ? | | r “fs . i 
¢}-—7 4-4 —- 1-4 Lf J |_fi +——, der Vorschrift 2 ccm), die Dif 
Moy; i 4 ! | | y Re . ‘ . 
3 | apegiyey oi {|| Verdiinnung sei v, so wird ie 
ee Fe one O08 end Lo Se der Glutathiongehalt im 
2 cer iene + $ . + —— +— 1 S 
ee aga OS aati Trichloressigsaure Gewebe x mg®,, durch fol- 
i I . - : , ; ponents a 1a 
"0 Qf 02 09 GY 45 06 G7 G8 G9 40 47 4% 73 gende Formel berechnet: GS 
77 NaOH ccm Oh 
Abb. 1. Je 10cem n/10 Metaphosphorsiure, Sulfosalicyl- aig, SY Dif 
siiure und Trichloressigsiiure werden mit n NaOH titriert. x 30,7 - j 
Zimmertemperatur 10 bis 159 C. m Be 
Ab 
Bemerkungen: a) 1 cem n/1000 Jodat entspricht 0,807 mg Glutathion 
und 0,088 mg Ascorbinsaéure. Wenn der Titrationswert nach 2. A cem ist, 
so wird der Ascorbinséuregehalt (y mg) im Gewebe durch folgende Forme! 
* + y 
ausgedriickt : " 
(A —a)v Ar 
7 8.8 - . 
. m die 
b) Da bei vorschriftsmaBiger Ausfiihrung beim Versuch mit Blut kein - 
Felll in das Filtrat iibergeht, wie es bei Trichloressigsiure oder Sulfo- 
salicylsaure der Fall ist, sind dadurch bedingte Fehler nicht zu befiirchten. 5) 


c) Bei unserer Bestimmungsmethode wurde angenommen, dai} nach 
Fermentwirkung auBer Glutathion keine anderen jodverbrauchenden na 
Substanzen vorhanden sind. Die Richtigkeit dieser Annahme soll nach 
Beschreibung der spezifischen kolorimetrischen Bestimmungsmethode des 
Glutathions und Cysteins besonders gepriift werden. Wir kénnen vorlaufig 
aber schon hier mitteilen, daB dies bei den meisten tierischen und pflanz- 
lichen Geweben beinahe der Fall ist. 

d) 3ecem des mit einem halben Volumen Methanol versetzten Filtrats su 


kénnen ebenso wie 2ccm Filtrat ohne Methanolzusatz, mit der Oxydase 
vorschriftsmaBig oxydiert werden. 
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EL xperimentelles. 
Priifung der Versuchsbedingungen. 

1. Bestimmung von zugesetztem Glutathion. 1cem Organextrakt 
von Mausen in 2°%,iger Metaphosphorsiure (1:10) und eine Lésung 
von 0,393 mg GSH. (in 2 °,iger Metaphosphorsaure) bzw. 2 °,ige Meta- 
phosphorsiure werden gemischt und bei 0° titrimetrisch bestimmt. 
Andererseits setzt man zu den 2 cem des oben genannten Gemisches 
0,8 cem n/5 NaOH (dabei wird das px 6,0) und eine geeignete Menge 
Oxydaselésung und behandelt vorschriftsmabig. Die Ergebnisse sind 
in Tabelle I wiedergegeben. 


Tabelle I. Jodverbrauch in cem n/1000 Jodat. 
/ 





Organ Niere Leber Lunge Hoden 


Ohne Oxydasewirkung. 


GSH.-Zusatz ......... 1,770 2,220 1,505 1,825 
Ohne Zusatz......... 0,490 0,940 0,220 0,550 
DHROTORE 2.6... oi cee 1,280 1,280 1,285 1,275 
Berechnet ........... 1,280 1,280 1,280 1,280 
Abweichung (%) ..... 0 0 0,4 0,4 
Nach Oxydasewirkung. 

GSH.-Zusatz......... 1,650 2,100 1,480 1,680 
Ohne Zusatz......... 0,380 0.840 0,200 0,410 
DEPOFOS wc ce cee 1,270 1,260 1,280 1,270 
Berechnet ........... 1,280 1,280 1,280 1,280 
Abweichung (%) ..... 0.8 1.6 0 0.8 


2. EinfluB der Hamolyse beim Versuch mit Blut. Bei Verwendung 
von Blut soll vor der EnteiweiBung mit Wasser himolysiert werden. 
Andernfalls bleiben bedeutende Teile der Erythrocyten unzerstért, und 
die gefundenen Werte sind etwas zu klein. Dies zeigen folgende Ver- 
suche: 

a) Zu 1,0cem Kaninchenblut werden 5,0 ceem Wasser zugesetzt. Nach 
5 Minuten werden 4,0 cem 5°%ige HPO, zugefiigt und zentrifugiert. 

b) Zu 1,0 cem Blut werden 4,0 cem 5 °%ige H PO, zugesetzt. 5 Minuten 
nach dem Mischen werden 5,0 cem Wasser zugegeben und zentrifugiert. 

Wir fanden in beiden Fallen folgende Werte (in ecm 107° n Jodat): 

PRNORPRONG 5 506. od tise sole e OER 0,640 


nicht hamolysiert 0,520 


3. Jodverbrauch und Temperatur. Okuda‘ hat bei der Titration des 
sulfosalicylsauren Extrakts mit Jodat hervorgehoben, dai der Jod- 


’ Okuda u. Ogawa, Nippon Nogeikagakukaishi 9, 655, 1933. 














254 A. Fujita u. I. Numata: 


verbrauch des Glutathions je nach der Temperatur verschieden ist und 
daB nur die Titration bei 0° einen der GSH.-Konzentration genau 
proportionalen Jodverbrauch zeigt. Dies fanden wir bei unserem 
Versuch mit metaphosphorsaurem Extrakt auch bestatigt. Wie dic 
Versuche in Tabelle II zeigen, wurde bei 6° kein Verdiinnungseffekt 
festgestellt, was bei der Cysteinlésung auch der Fall ist. 


Tabelle II. 
5mg%ilge GSH.-Lésung in 2%iger HPO, wird mit 2° iger HPO, fiint 
fach verdiinnt, je 10 cem der Lésungen werden in ein Wasserbad von ver 
schiedener Temperatur eingelegt und vorschriftsmaBig analysiert. Dir 
eingeklammerten Zahlen bedeuten die Abweichung in Prozenten von den 
berechneten. 





V 0°Cc 10°C 239 C 

l 1,635 (+ 0,3) 1,635 (+ 0,3) 1,740 (+ 6,8) 
2 0,820 (+ 0,6) 0,840 (+ 2,8) 0,930 (+ 7 ) 
4 0,410 (+ 0,6) 0,440 (+ 8 ) 0,480 (+ 8 ) 
8 0,205 (+ 0,6) 0,230 (4-12 ) 0,310 (+- 39,5) 


4. KJ-Konzentration und Jodverbrauch. Der Jodverbrauch des 
Glutathions ist je nach der Konzentration des zugesetzten KJ ver- 
schieden. Zu je 1,0 ccm der zu priifenden Lésung soll 0,1 cem 3 bis 
6°%,ige KJ-Lésung zugesetzt werden. Bei der Ascorbinséiure wurde 
dagegen kein Einfluf§ der Temperatur und der K J-Konzentration 
beobachtet. Bei 0°, aber nicht bei héheren Temperaturen, ist jedoch 
bei der Titration der Ascorbinsiure der Endpunkt ziemlich unscharf 


Tabelle III. 
Zu 4,0cem 10 mg%iger GSH.-Lésung in 2%iger HPO, werden unte 
Kiskiihlung 0,4cem a%ige KJ-Lésung zugesetzt und vorschriftsmaBig 
titriert. Ber.: 1,305 cem. 


4 





Jodverbrauch Abweichung 


. (eem 10-4 n Jodat) (99) Bemerkungen 
1 1,355 + 3,8 Endpunkt scharf 
2 1,320 + 1,2 mn a 

o 1,305 0 ss 

4 1,305 0 

5 1,305 0 i A 

) 1,305 0 a 2 

4 1,290 - 1,2 és 

8 1,285 1,5 Endpunkt etwas unscharf 
9 1,280 — 1,9 * unscharf 
10 1,270 Ey 


Ein Beispiel wird in Tabelle III angefiihrt. Bei der Titration einer be- 
stimmten Menge GSH. soll die Endkonzentration des KJ, aber nicht 
die absolute Menge, konstant sein. Ein Beispiel enthilt Tabelle IV. 





Los 
KJ 
Die 
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0.1 
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Be 
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Zu 
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PH 
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Tabelle IV. 
20eem 10 mg%ige GSH.-Lésung (2% HPO,) werden mit 2 °,iger H PO,- 
Losung je auf 2, 4, 8 bzw. 16cem aufgefiillt, verschiedene Mengen 5 %ige 
K J-Lésung zugegeben und weiter nach Vorschrift behandelt. Ber.: 0,652cem. 
Die eingeklammerten Zahlen bedeuten die Abweichung in % von den 





berechneten. 
Volumen der zu priifen- ° . 
den Lésung = 4 ° 16 
cem 5 %iges KJ. 
0,2 0,655 (-|. 0,3) 0,660 (+ 1,1) 0,700 (+ 7,2) 0,780 (+ 19,7) 
0,650 (— 0,2) 0,665(+ 2 ) 
1,6 Endpunkt Endpunkt Endpunkt 
unscharf unscharf etwas unscharf 


O,.leem 5 %iges KJ. 
pro 1 cem Lésung 0,650 (— 0,2) 0,650 (— 0,2) 0,655 (+- 0,3) 0,655 (+ 0,3) 


5. pu und Jodverbrauch. Das pu soll zwischen 1,8 bis 2,4 liegen. 
Bei der starker sauren Reaktion wird der Endpunkt unscharf, bei der 
alkalischeren Reaktion wird zuviel Jod verbraucht. Ein Versuchs- 
beispie] wird in Tabelle V gezeigt. 


Tabelle V. 
Zu 2,0cem 20 mg®%iger GSH.-Lésung in 4°%iger HPO, wird HCl bzw. 
NaOH bis zu einem bestimmten py zugesetzt und mit Wasser auf 4,0 ccm 
aufgefiillt. Weitere Behandlung nach Vorschrift. 








Jod- Jod- 
Pu Pisce Bemerkungen Pu Prien a Bemerkungen 
Jodat) Jodat) 
0,2 0,800-1,100 Endpunkt sehr unscharf | 2,6 1,305 Endpunkt scharf 
1,0 1,290 i etwas unscharf | 2,8 1,310 a re 
1,6 1,285 = scharf 3,0 1,320 
1,8 1,295 im ne 4,0 2,000 i He 
2,0 1,295 ‘4 és 5,0 mehr Nach Zusatz von 6,0ccem Jo- 
2,4 1,295 a a als 6,0 dat tritt keine Firbung auf 


6. Spezifitit der Ascorbinsdéureoxydase. Wie Tabelle VI zeigt, 
werden Ascorbinsiure und Glucoredukton unter diesen Versuchs- 
bedingungen vollstaéndig oxydiert, waihrend Glutathion und Cystein 
kaum oxydiert werden. Da Glucoredukton in den tierischen und 
pflanzlichen Geweben nicht vorkommt [Fujita und Sakamoto (I. c.)}, hat 
dies praktisch keine Bedeutung. Hopkins und Morgan’ haben berichtet, 
daB bei gleichzeitiger Gegenwart von Glutathion, Ascorbinséiure und 
Ascorbinséureoxydase die Ascorbinsiure durch Oxydase zu Dehydro- 
ascorbinsiure oxydiert wird, die wiederum das Glutathion oxydiert, 


1 Biochem. J. 30, 1446, 1938. 
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und die Ascorbinséure erst nach der vollkommenen Oxydation des 
Glutathions oxydiert wird, was aber Kertesz! nicht nachweisen konnte. 
Dies konnte auch von uns bei diesen Versuchsbedingungen nicht nach- 
gewiesen werden. Zuerst wurde immer nur Ascorbinsaure allein oxydiert, 
wahrend Glutathion unverandert blieb. Ein Beispiel befindet sich in 
Tabelle VII. 
Tabelle VI. 
Zu 2,0cem der zu priifenden Substanzen in 2° iger HPO, wird Oxydase 
zugesetzt und weiter nach Vorschrift verfahren. Nach Ansaéuern mit HC! 
werden GSH. und Cystein unter Eiskiihlung titriert. Die iibrigen Lésungen 
wurden bei Zimmertemperatur titriert. Die Differenz zwischen dem Jod- 
verbrauch ohne und mit Oxydasewirkung wurde berechnet. 





: ri Kon- . tes P i Kon- 
yore zentration 9/9 oxydiert yey i zentration %/9 oxydiert 
(mg°/o) i} (mg?/o) 

tacit. 61 100 | 20 0 
a 11,65 100 | Cystein ....... 10 0 
, 5 0 

| 43 0. 
Glutathion 10,75 + 3 | 18, 100 
| 5,38 0 Glucoredukton . 9,45 100 
4,73 100 





Tabelle VII. 
2,0cem der verschieden konzentriepten Lésungen von Glutathion und 
Ascorbinsaure in 2° ,iger HPO, werden mit 2n NaOH auf py 6 eingestellt 
und mit Oxydase vorschriftsmaBig behandelt. 





Endkonzentration Jod- GSH Endkonzentration Jod- GSH 
in mg®/o ae oxydiert |_ os nde ou ete oxydiert 
GSH. |Ascorbinsadure Jodat) (0) GSH. Ascorbinsiure Jodat) (°/o) 
20 10 1,295 . 0,5 20 4) 1,300 
10 10 0,650 0 10 0 0,650 


Bemerkungen iiber die bisherigen Methoden. 


1. Vergleich der EnteiweiBungsmethoden. In einer friiheren Mit- 
teilung haben wir? darauf aufmerksam gemacht, daB die EnteiweiBung 
mit Trichloressigsiure deshalb ungeeignet ist, weil bei der Fallung des 
Blutes Fe!!! in das Filtrat tibergeht und dies die jodometrische Be- 
stimmung beeinflussen kann. Weiter haben wir bemerkt, da sich 
Sulfosalicylsiure fast ebenso verhalt wie Trichloressigsiure, wahrend 
bei Verwendung der Metaphosphorsiure kein Fe!!! im Filtrat nachweis- 
bar ist und deshalb der dadurch bedingte Fehler vollkommen vermieden 
werden kann. Diese Angabe wurde aber seitdem wenig beachtet, wahrend 
die in jener Arbeit beschriebene kolorimetrische Bestimmungsmethode 


! Biochem. J. 32, 621, 1938. — * Fujita u. Iwataka, |. c.: Tokyo 
Ijishinshi 2890, 1, 1934. 
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von vielen Autoren haufig angewandt wurde. Dagegen wurde die Ent- 
eiweiBung durch Sulfosalicylsiure nach Okuda (\. ¢.), Woddward (1. ¢.) 
und Wachholder (\.c.) viel angewandt. Soweit uns bekannt, liegt keine 
Arbeit vor, die die Unzweckmabigkeit der Metaphosphorsaure festge- 
stellt hat. Nur Uhlenbroock! hat am SchluB seiner Arbeit, ohne An- 
gabe der genauen experimentellen Bedingungen und Daten, folgende 
Bemerkungen geauBert : 


,, Daraufhin wurden an der Meerschweinchenleber, bei der diese Storung 
(Verdiinnungseffekt) nach den Autoren (Fujita und Iwatake) eine besonders 
groBe sein soll, noch einige vergleichende Bestimmungen mit Metaphosphor- 
saure und Sulfosalicylsiure als EnteiweiSungsmittel angestellt. Darin 
zeigte sich die groBe Uberlegenheit der letzteren, weil bei ihrer Verwendung, 
wie schon betont, praktisch kein Verdiinnungseffekt eintritt. Die sulfo- 
salicylsauren Leberextrakte gaben auch nach sechsstiindigem Stehenlassen 
jodometrisch und kolorimetrisch noch die gleichen Glutathionwerte, auch 
war dann noch kein Verdiinnungseffekt nachweisbar. In den metaphosphor- 
sauren Extrakten wurden hingegen nach dieser Zeit Steigerungen bis zu 
30°, gefunden. In den sulfosalicylsauren Extrakten findet demnach an- 
scheinend keine verfailschende Cysteinabspaltung statt, wahrend die An- 
wendung der Metaphosphorséure aus diesem Grunde ebensowenig brauchbar 
ist wie die Anwendung der Trichloressigsiure. Dementsprechend wurde 
auch schon ohne Stehenlassen in den metaphosphorsauren Extrakten nach 
Fujita eine sehr viel schlechtere Ubereinstimmung zwischen den jodo- 
metrischen und den kolorimetrischen Werten gefunden als bei den nach 
Wachholder gewonnenen sulfosalicylsauren Extrakten.* 


Diese Angabe stimmt mit unseren Versuchsergebnissen nicht 
iiberein. Wir teilen hier unsere Ergebnisse mit, die die drei folgenden 
Fragen betreffen: 

a) Tritt der Verdiinnungse ffekt nur bei Metaphosphorsdure, aber nicht 
bei Sulfosalicylsdure auf? 

Das ist nach unseren Versuchen niemals der Fall (siehe Tabelle VIII). 
Dies gilt nicht nur fiir ein Gewebsfiltrat, sondern auch fiir eine reine 


Tabelle VIII. 
Meerschweinchenleberextrakt in 2° ,iger Metaphosphorséure bzw. 2 °jiger 
Sulfosalicylsiure wird verschieden lang bei 10 bzw. bei 37° gehalten. Zu 
4.0 cem des Filtrats wird 1,0 cem n/100 Jod zugesetzt und nach dem Mischen 
1,0 cem 25 °,iges KJ zugesetzt. 3 Minuten spater wird mit n/200 Thiosulfat 
titriert. Die Zahlen bedeuten den Jodverbrauch in cem n/200 Jod, die 
eingeklammerten Zahlen den Verdiinnungseffekt in Prozenten. 





2°/sige HPO, 2 %/jige Sulfosalicylsiure 


Verdinnung |(——— — - _ 
10° C, 40 Min. 379 C, 4 Std. 14° C, 40 Min. 379 C, 4 Std. 
10 0,930 (0) 0,910 (0) 0,930 (0) 0,905 (0) 
20 0,465 (0) 0,465 (4-2) 0,465 (0) 0,450 (0) 

40 0,230(— 1) 0,245 (+ 8) 0,230 (— 1) 0,250 (+ 11) 

80 0,120 (+- 5) 0,125 (+ 10) 0,120 (+- 5) 0,130 (+ 15) 


! Zeitschr. f. physiol. Chem. 286, 192, 1935. 
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Glutathionlésung. Der Verdiinnungseffekt tritt iibrigens, wie Tabelle 1} 
zeigt, bei 0° nicht auf, wihrend er bei béherer Temperatur gréBer wird 
Ohne Angabe der Temperatur ist also iiber den Verdiinnungseffekt 
nicht zu diskutieren. 

b) Ist Glutathion in Sulfosalicylsdure stabiler als in Metuphosphor 
sdwre ¢ 

Es ist wahr, dag} Glutathion in Metaphosphorsaure nicht so be 
stindig ist wie Ascorbinsaure, aber es ist keineswegs stabiler in Sulfo- 
salieylsaure. In beiden Fallen ist die Stabilitét des Glutathions kaum 
verschieden (siehe Tabelle [X). Im allgemeinen ist das Filtrat von Meta- 
phosphorsaure manchmal etwas getriibt, aber in den meisten Fallen 
klar und etwas gelb gefarbt (wie z. B. bei Leber und Niere), wahrend das 
Filtrat von Sulfosalicylsiure meistens getriibt ist, wobei die Triibung 
mit der Zeit etwas zunimmt. Da die Triibung selbst kein Jod ver- 
braucht, ist es nicht immer notwendig, dieselbe zu beseitigen. Wenn 
man die Triibung beseitigen will, ist es besser, etwas Methanol zuzusetzen 


Tabelle IX. 
Meerschweinchenleberextrakt (1:10) in Metaphosphorséure bzw. Sulto- 
salicylsiure wird teils bei 0°, teils bei 37° gehalten. Nach bestimmter Zeit 
werden davon 2,0 cem vorschriftsmaBig jodometrisch bestimmt. Die ein- 
geklammerten Zahlen bedeuten die Abnahme in Prozenten. 
4 





Tempe- 2 %/oige Metaphosphorsiure 2 O/oige Sulfosalicylsiure 
ratur — ™ - ae ica tdi ta aaa ~ shank 5 
0c sofort nach 3 Std. nach 18 Std. sofort nach 3 Std. 


nach18 Std. 


0 | 1,500 1,480(—5) 1,440(—4) | 1,560 1,490(— 5) | 1,440 (— 8) 
37 1,500 1,420(— 5) 1,380(— 8) | 1,560 1,520(— 3) | 1,420 (-- 9) 

c) Stimmen die jodometrisch bestimmten Werte bei der Fdllung mit 
Sutfosalicylsdure besser mit der kolorimetrischen aiberein als bei der Fallung 
mit Metaphosphorsdure ? 


Wenn man die Ergebnisse unserer Versuche betrachtet, kann kein 
Zweifel bestehen, daB die Ubereinstimmung der beiden Werte in unserem 
Versuch keineswegs schlechter ist als bei jenem von Uhlenbroock. Unsere 
jodometrischen Werte bedeuten die Gesamtreduktion (Summe von 
Glutathion und Ascorbinséure), wahrend die kolorimetrischen das 
Glutathion allein angeben. Wenn man die Differenz nimmt, so stimmt 
sie mit den besonders bestimmten Ascorbinsdéureaquivalenten ziemlich 
genau iiberein. Dagegen bedeuten die jodometrischen Werte von Uhlen- 
broock die Differenz zwischen der Gesamtreduktion und der Rest- 
reduktion nach Formaldehydzusatz, sie entsprechen also ungefaihr den 
Glutathionwerten. Es ist deshalb verstandlich, daB die jodometrischen 
Werte mit den kolorimetrischen einigermaBen tibereinstimmen. 
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Hinsichtlich der oben erwahnten drei Punkte verhalt sich Meta- 
phosphorsdure fast ebenso wie Sulfosalicylsiure. Aber wir bevorzugen 
bei den biologischen Versuchen aus dem folgenden Grunde die erstere : 


d) Bei Anwendung von Sulfosalicylsdéure geht Fe! beim Versuch 
mit Blut ins Filtrat iiber und beeinfluBt die jodometrische Bestimmung. 
Das ist aber bei der Metaphosphorsdure nicht der Fall. 

Zum Filtrat (1: 10) des Kaninchenblutes wurde 2° ,ige Metaphosphor- 
siure, 2%ige Sulfosalicylsiure bzw. 10° ige Trichloressigsiiture und das 
gleiche Volumen 20°,ige HCl-Lésung zugesetzt; zu 4,0 cem dieses Ge- 
misches wurden 4,0 cem 25 %ige KSCN-Lésung zugefiigt. Die entstandene 
rote Farbe wurde mit der Standardlésung von Fel!!! (als Eisenalaun) ver- 
glichen. Die Resultate enthalt Tabelle X. 


Tabelle X. 





Fe!!! im Filtrat (mg?/y) 


Filtrat Salon ‘ 
Pferdeblut Kaninchenblut 
Oe MEE Ci eee ee ss siyciee 0 0 
2 %ige Sulfosalicylsiure ..... 0,064 0,157 
10 %ige Trichloressigsiure ... 0,153 0,185 


Wenn man eine Lésung mit 0,4mg°%, Fe!" in Sulfosalicylsaure 
nach Okuda oder Wachholder jodometrisch bestimmt, so tritt nach 
Zusatz von K J-Lésung und Starke ohne Jodatzusatz innerhalb 1 Minute 
violette Farbe auf. Bei Anwendung von einer 0,2 mg®,igen Fe!!!-Lésung 
erscheint die Farbung innerhalb 2 bis 6 Minuten. Dadurch wird der 
scheinbare Jodverbrauch kleiner und der Endpunkt weniger scharf. 


2. Bemerkungen wiber die Bestimmungsmethode von Wachholder. 
Wachholder und Mitarbeiter haben zur Bestimmung des wahren 
Glutathionwertes die SH-Gruppe durch Zusatz von Formaldehyd 
zerstért und die Differenz zwischen dem Gesamt- und dem Restjod- 
verbrauch nach Formaldehydzusatz wurde von ihnen als  wahrer 
Glutathionwert angenommen. 


Wachholder’ hat zuerst zur Zerstérung der SH-Gruppe 0,25 bis 
0,50 com Formaldehyd pro g des zu untersuchenden Gewebes mit 
Sulfosalicylsaure zugesetzt und nach 45 bis 60 Minuten das Filtrat jodo- 
metrisch bestimmt. Spater hielt er? die Konzentration des Form. 
aldehyds fiir zu hoch und zog den Zusatz des Formaldehyds zum Filtrat 
vor. Er hat aber die Nachteile dieser Behandlung anerkannt und 
folgendermaBen beschrieben: ,,Auch so gelang es zwar nicht, der obigen 
Bedingung ideal gerecht zu werden, aber doch sehr weitgehend. Es 


1 Quensel u. Wachholder, Zeitschr. f. physiol. Chem. 231, 65, 1935. — 
2 Wachholder, Anders u. Uhlenbroock, ebenda 2338, 181, 1935. 
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zeigte sich, daf das Optimum erreicht wurde, wenn zu 4 ccm Filtrat 
0,3cem 5% iges Formaldehyd zugesetzt wurde. Dann ist nacl) 
1'/, Stunden Stehenlassen bei Zimmertemperatur das Glutathion 
vollig zerstért, die Ascorbinsaure aber nur zu 6 bis 10 °,.°° Nach unsere: 
Nachpriifung ist das Glutathion unter seinen Bedingungen nicht vdllig 


zerstért und die Ascorbinsdure wird gleichzeitig mehr oder weniger 


zerstoért (Tabelle XI und XII). 


Tabelle XI. 
4ceem GSH.-Lésung in 2,2 °/,iger Sulfosalicylsiure + 0,3 cem 5% iges Form 
aldehyd —> Zimmertemperatur (16°) 1,5 Stunden — + 1,0cem 4°%ige 
Sulfosalicylsaéure + 0,2cem 25 °,ige K J-Lésung + Starke > mit n/500 Jodat 
titriert, Kontrolle bedeutet den Versuch ohne Formaldehydzusatz. 





Konzentration des GSH. Jodverbrauch (ecm 2/500 Jodat) Verlust des GSH. 
(mg"/o) gefunden | berechnet (lo) 
20 0,570 1,305 57 
10 0,320 1,653 51 
5 0,140 ~ | 0,825 — 57 
20 (Kontrolle) 1,325 1,305 +2 


Tabelle XII. 


Ascorbinsaure statt GSH. Sonst genau dasselbe wie bei Tabelle XI. 








Konzentration Jodverbrauch (ccm n/500 Jodat) 
der Ascorbinsiiure ——— Verlust (9/9) 
(mg®/9) gefunden berechnet 
5 1,090 1,135 —4 
2,6 0,535 0,568 — 6 
5 (Kontrolle) 1,110 | 1,135 2 


, 


3. Bemerkungen iiber die Methede von Binet und Weller. Die 
Autoren haben angegeben, da bei Zusatz von Cadmiumlactat 
zum Gemisch von GSH. und Cystein das GSH. zwischen pu 6,6 bis 7,0 
quantitativ gefallt wird. Die Fallung von Cystein beginnt bei pu 4,0 
und ist zwischen pu 6,0 bis 6,4 quantitativ, wahrend Ascorbinsdure und 
Ergothionein iiberhaupt nicht gefallt werden. Dadurch soll GSH. 
jodometrisch durch fraktionierte Fallung bestimmt werden k6nnen. 
Sie schreiben dabei aber folgendes: ,,I] est évident que la séparation 
quantitative des deux corps est une opération délicate et nos essais 
ne sont que préliminaires, ne constituant pas une méthode établie.”’ 

Nach unseren Nachpriifungen ist es nicht nur unméglich, Glutathion 
und Cystein quantitativ durch dieses Verfahren zu trennen, sondern 
es werden auch unter den Bedingungen, bei welchen GSH. und Cystein 
quantitativ gefallt werden, auch bedeutende Mengen Ascorbinsaure 
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mitgefallt. Die Glutathionbestimmung nach diesem Prinzip kann also 
unseres Erachtens nicht als eine sichere Methode betrachtet werden. 
In Abb. 2 wird ein Beispiel unserer Versuche wiedergegeben. 

















100 
% 
WH ~ 
Abb. 2. 2,0cem 0,02 °/,ige Glutathion- 50+ 
lésung oder 001° ),ige Cysteinlésung 
oder 0,01°),ige Ascorbinsdiurelésung in 0 
10° oiger Trichloressigsiure + 1,0 cem 
2°%/oige Cd-Lactatlésung —» + Bromthy- 60 
molblau oder Methylrot —> schiitteln & 
> + n/10 NaOH (auf verschiedenes Py B 00 
eingestellt) > 1 Stunde stehen lassen Sy 
> zentrifugieren —> Niederschlag in 2 bis 
4cem 2°/,iger Trichloressigsiiure lésen 40 
—> + 0,lecem 3°/oige K J-Lésung pro cem | 
Flissigkeit > + Stirke — mit 10-°n 20 | ars Aas 
Jodat titrieren. Ascorbinsaure 
10 + 4 
ol o—e | 
55 GO 65 W J 80 85 30 


ee 


Zusammenfassung. 


1. Es wird eine jodometrische Bestimmungsmethode des Gluta- 
thions unter Verwendung von Ascorbinsaéureoxydase beschrieben. 

2. Die Bedingungen der jodometrischen Bestimmung mit Jodat 
werden untersucht und eine geeignete Vorschrift beschrieben. 

3. Verschiedene bisher angegebene Methoden werden diskutiert 
und es wird hervorgehoben, das der Gebrauch der Sulfosalicylsaure 
dem der Metaphosphorsiure in keinem Falle iiberlegen ist und die 
letztere bei den biologischen Versuchen vorzuziehen ist. Die Zer- 
stérung des Glutathions mittels Formaldehyd oder die Fallung des 
Glutathions mittels Cadmium sind nicht quantitativ und spezifisch 
fiir Glutathion allein. Infolgedessen kénnen diese Methoden nicht als 
exakt angesehen werden. 











Uber die jodometrische Bestimmung 
des Glutathions in Geweben'. 
Il. Mitteilung: 
Bestimmung des Gesamtglutathions. 
Von 
Akiji Fujita und Isamu Numata. 
(Aus dem Biochemischen Laboratorium des Kitasato Instituts in Tokio.) 


(Eingegangen am 8. September 1938.) 


In der I. Mitteilung? haben wir eine jodometrische Bestimmungs- 
methode des reduzierten Glutathions in Geweben ausfiihrlich be. 
schrieben. Da aber Glutathion in den biologischen Geweben nicht nur 
in der reduzierten Form, sondern auch in der oxydierten vorliegt, ist 
die Bestimmung der oxydierten Form ebenso wichtig wie die Bestimmung 
der reduzierten. Dazu wird die Oxydierte Form zuerst quantitativ in die 
reduzierte umgewandelt und so als Gesamtglutathion bestimmt. Die 
oxydierte Form ist dann die Differenz von Gesamtglutathion und der 
reduzierten Form. Bisher wurden verschiedene Methoden zur Be- 
stimmung des Gesamtglutathions angegeben, aber nach unserem Ver- 
such ist es keiner Methode gelungen, die oxydierte Form quantitativ 
in die reduzierte zu verwandeln. Zwar ist es bei reiner Glutathions- 
lésung méglich, die oxydierte Form quantitativ zu reduzieren, aber bei 
biologischen, besonders bei bluthaltigen Objekten, wird das zugesetzte 
oxydierte Glutathion nicht quantitativ wiedergefunden, wenigstens 
sind solche Experimente unseres Wissens niemals berichtet worden. 
Es ist uns nach vielen Bemiihungen gelungen, eine einwandfreie 
Methode auszuarbeiten. Im folgenden sollen zunachst die bisherigen 
Methoden kurz besprochen und dann unsere Vorschrift sowie der 
EinfluB der verschiedenen Reaktionsbedingungen behandelt werden. 


Bemerkungen iiber die bisherigen Methoden. 


Prinzipiell sind folgende drei Methoden zur quantitativen Reduktion 
der oxydierten Form des Glutathions angegeben worden. 


1. Reduktion mittels Zn. 


Diese Methode wurde von den meisten Autoren benutzt. So haben 
Okuda und Ogawa* in Anlehnung an das Reduktionsverfahren des 


' Die Hauptergebnisse wurden am 26. Oktober 1937 auf dem Biochemi 
schen KongreB zu Nagasaki mitgeteilt. — * Fujita u. Numata, diese 
Zeitschr. 299, 249, 1938. — * Nippon Nogeikagakukaishi 9, 655, 1933. 
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Cystins in Cystein nach Okuda und Katai!, die Reduktion des oxydierten 
Glutathions in sulfosalicylsaurem Extrakt durch 20 Minuten langes 
Kochen mit Zinkpulver beschrieben, und sie berichteten, daB die 
oxydierte Form nicht nur bei der reinen Lésung, sondern auch beim 
Zusatzversuch zu Milch und Eieralbuminlésung vollkommen wieder- 
vefunden wurde. Woodward und Fry? haben tiber die Reduktion des 
oxydierten Glutathions in sulfosalicylsauren Extrakten mittels Zink- 
pulver in der Kalte berichtet. (Quensel und Wachholder* haben die 
Versuche von Woodward nachgepriift und es zeigte sich, daB .,mit 
Ausnahme des Blutes in keinem einzigen Gewebsfiltrat nach der 
teduktion héhere Titrationswerte zu finden waren als vor dieser’. 
Nach ihrer Auffassung ist dies méglicherweise so zu erklaren, daB ,,in 
diesen Geweben zwar auch GSSG. vorhanden, aber nicht in die Filtrate 
iibergegangen war’. Ferner: ,,Das zugesetzte GSSG. wird in Gegenwart 
des Blut- bzw. Gewebebreis offenbar irgendwie ob durch Bildung 
einer chemischen Komplexverbindung oder durch Adsorption, bleibe 
vorderhand dahingestellt zu einem erheblichen Teil in eine nicht 
filtrierbare Form iibergefiihrt." Sie nahmen deshalb die Reduktion 
vor der Filtration vor und fanden wesentlich bessere Ausbeuten, doch 
blieb bei Zusatzversuchen zu Blut und Leber ,,immer noch ein Verlust 
von 15 bis 30%, einige Male sogar bis 60°, des Zusatzes*‘, und sie 
kommen zu folgendem Endergebnis: ,,Vorderhand muB so leider fraglich 
bleiben, ob die Methode wirklich imstande ist, ebenso wie das GSH. 
so auch das GSSG. der Gewebe quantitativ zu erfassen. Nur fiir das 
Muskelgewebe diirfte dies schon ziemlich sichergestellt sein.‘ 

Im folgenden geben wir unsere Versuche iiber die Zinkreduktion an 


1. Nachpriifung der Versuche von Okuda und Ogawa. Zu a g Gewebe 
wurde acem n/2 Sulfosalicylsiure zugesetzt und dann wurden 8a cem 
n/4 Sulfosalicylsiure zugesetzt, gut durchgeriihrt und zentrifugiert. 
AuBerdem wurde 0,191 °%ige GSSG.-Lésung in n/4 Sulfosalicylsaure 
hergestellt*. Zu dem Gewebeextrakt (1 : 10) wurde ein gleiches Volumen 
dieser GSSG.-Lésung bzw. n/4 Sulfosalicylsiure zugesetzt und je 10 ccm 
wurden in einen Kolben von 50 cem Inhalt gebracht, 0,25 g Zinkpulver 
zugesetzt und mit kleiner Mikroflamme allmahlich erhitzt. Nach 
20 Minuten langem Erhitzen wurde die Lésung filtriert. Der Nieder- 
schlag wurde mit n/4 Sulfosalicylsaure griindlich gewaschen und mit 
Wasser auf 50 ccm aufgefiillt. Zu 10 cem dieser Lésung wurden 2 cem 
5%ige KJ-Lésung in n/2 Sulfosalicylsiure gegeben und nach Zusatz 
von einem Tropfen Starkelésung wurde bei 6° mit n/10* Jodat (in 
n/4 Sulfosalicylsiure) titriert. 


1 Nippon Nozeikagakukaishi 3, 1097, 1927. — ? J. of biol. Chem. 97, 
465, 1932. — * Zeitschr. f. physiol. Chem. 231, 65, 1935. —- 4 Die Methode 


wird spiter ausfiihrlich beschrieben. 
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Wie aus den Ergebnissen der Tabelle I hervorgeht, wurde dic 
zugesetzte GSSG.-Menge niemals quantitativ wiedergefunden, sondern 
es war dabei immer ein bedeutender Verlust zu verzeichnen. Das EK: 
hitzen nach Zinkzusatz war immer ungiinstiger als die 20 Minuten 
lange Einwirkung von Zink in der Kalte. Die Endpunkte erwiesen sich; 
immer als ziemlich unscharf. 


Tabelle 1. Jodverbrauch in cem n/10° Jodat. 





Extrakt von ; GSSG,-Losung 
in n/4 Sulfosalicylsiurs 


Untersuchte Lésung 


UKeniuahen) pena Ph a ey in der Kilt 
Mit Zusatz von GSSG. ..... 2,750 5,580 2,400 2,750 
ae TN 6 i kins es 0,495 4,100 , 
RI 5 no on dc as <h-a R 2,255 1,480 2,400 2,750 
ee SR ee ere 3,110 3,110 3,110 3,110 
VOMIT A es caw ide ckies +3 28 53 23 12 


2. Nachpriifung der Versuche von Woodward und von Wachholder. Es 
wurden 2,2°,ige Sulfosalicylsiureextrakte (1:10) der verschiedenen 
Organe hergestellt. 2cem davon wurden sofort titriert. Der Rest 
wurde mit einer Messerspitze Zinkpulver versetzt und geschiittelt 
Nach 1 Stunde wurde abfiltriert und 2,0 cem titriert (nach Woodward) 
Andererseits wurde Zinkpulver ¥or Zusatz der Sulfosalicylsaure zu- 
gesetzt, gut geschiittelt und nach 1 Stunde Sulfosalicylsdure zugegeben 
und 2.0 cem des Filtrats titriert (nach Wachholder). 

Aus den Ergebnissen der Tabelle Il ersieht man, dai der Jod- 
verbrauch nach Behandlung mit Zink nicht zu-, sondern abnimmt 
Wenn Zink vor der EnteiweiBung zugesetzt wird, so nimmt der Jod- 
verbrauch etwas weniger stark ab. Offenbar wird durch den Zn-Zusatz 
rficht nur das oxydierte Glutathion reduziert, sondern auch das vor 
handene Glutathion teilweise zerstért. AuBerdem wird die Dehydro 


ascorbinsaure teilweise reduziert und zerstért. Ebenso kénnen die 
Ascorbinsiure und andere jodverbrauchende Substanzen mehr oder 


weniger zerstért werden. Durch diese Behandlung kann also nicht 


Tabelle Il. Jodverbrauch in cem n/10° Jodat. 


Die eingeklammerten Zahlen bedeuten die Abnahme in Prozent. 





Extrakt von 


Zu priifende Lésung Nier +e “5 odlen oe Tw 
slere ode zeoe 


(Meerschweinchen) (Meerschweinchen) (Kaninchen) 
EEE eee 1,395 1,550 2,140 


Zn-Zusatz zu Filtrat ...... 0,760 (46) 1,120 (28) 2,140 (0) 
Zn-Zusatz vor EnteiweiBung 0,890 (36) 1,250 (19) ~ 
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erreicht werden, daB ausschlieBlich das oxydierte Glutathion reduziert 
wird. Wenn wir als EnteiweiBungsmittel Metaphosphorsaure statt 
Sulfosalicvlsiure anwandten, wurde zwar das oxydierte Glutathion 
durch Zinkbehandlung in der Kalte quantitativ reduziert und 100 ig 
wiedergefunden; aber bei Versuchen mit Blut waren von dem zu- 
vesetzten GSSG. nach Zusatz von Zink vor der EnteiweiBung nur 17%, 
nach Zusatz zum Filtrat 38 °,, reduziert worden. Bei Zusatz von GSH. 
zu Blut wurden nach Zusatz von Zink vor der EnteiweiBung 62°, 
wiedergefunden, gegeniiber 80°, nach Zusatz zum Filtrat. Jedenfalls 
wird das zugesetzte Glutathion teilweise durch Zusatz von Zink zerstért. 


2. Reduktion mit Mg. 


Thompson und Voegtlin! setzten den trichloressigsauren Extrakten 
der verschiedenen Organe Magnesiumpulver zu und bestimmten das 
Filtrat jodometrisch. Durch diese Behandlung fanden sie bei ver- 
schiedenen Geweben selten mehr als 5 °,ige Zunahme und sie schlossen 
daraus, daB das Glutathion in den Geweben fast ausschlieBlich in der 
reduzierten Form vorkommt. Sie haben aber keinen Versuch dariiber 
mitgeteilt, ob das oxydierte Glutathion durch diese Behandlung auch 
quantitativ reduziert werden kann. Diese Methode wurde bisher sehr 
wenig angewandt. Nach unserem Versuch ist die Reaktion mit Magne- 
sium heftiger und die Erwarmung starker als bei Zink, und das zugesetzte 
Glutathion wird, selbst unter Abkiihlung, teilweise zerstért. Es ist 
also kaum nétig, diese Methode noch eingehender zu behandeln. 


3. Reduktion mit Cyanid. 


Dies wurde von Kiihnau? untersucht und empfohlen. Binet und 
Weller? haben es auch fiir ihre Bestimmung angewandt. Nach Kiihnau 
soll die Reaktion durch folgende Formel ausgedriickt werden: 


KCN + GSSG. + H,O = KCNO + 2 GSH. 


Das entstandene K-Cyanat kann mit GSH. oder GSSG. sekundar 
zu Uraminosaure reagieren, die durch weiteren Wasserverlust in Hydan- 
toin umgewandelt werden kann. Nach Kiihnauw kann das entstandene 
GSH. in der schwach sauren Reaktion, auch ohne Beseitigung des 
KCN, mit Jod oxydiert werden. Selbst eine sehr verdiinnte Lésung 
von GSSG. (etwa 2,5 mg) wird innerhalb 1 Stunde vollkommen 
reduziert; bei weiterer Wirkung nimmt der Jodverbrauch ab, das 
entstandene GSH. fangt an zerstért zu werden. Nach Grassmann 


1 Thompson u. Voegtlin, J. of biol. Chem. 70, 793, 1926. — ? Diese 
Zeitschr. 230, 353, 1931. — * Bull. Soc. Chim. Biol. 18, 358, 1936. 
Biochemische Zeitschrift Band 299. 18 
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und Hanschke} (vgl. Schéberl und Ludwig?) soll aber die folgende Reak 
tion stattfinden: 
GSSG. + HCN GSH. —~ GSCN, 

Unsere Nachpriifung der Methode von Kiihnau ergab, daB dic 
Reduktion meist 50 %ig verlauft und der Formel von Grassmann un 
gefabr entspricht. Mit der steigenden Konzentration des Cyanids nimmt 
die Reduktion bis auf etwa 80 % zu, aber niemals zu 100%. Die Reduk 
tion andert sich je nach der Konzentration des Cyanids oder der Wir 
kungsdauer. Die quantitative Bestimmung ware daher nach diesem 
Prinzip schwer zu erreichen. In Tabelle II] und IV werden unsere 
Versuchsergebnisse mit KCN angefiihrt. Mit NaCN war die Reduktion 
etwas geringer. 

Tabelle IIL. 
Zu 10 cem 0,02 °oiger GSSG.-Lésung wird 1,0 cem 5°,iges KCN zugesetzt, 
nach verschieden langem Stehen werden 3,0 cem n HC! zugefiigt und nach 
Zusatz von 1,0 cem 25°%igem KJ und 1,0cem n/100 Jod wird mit n/200 
Thiosulfatlésung titriert. 





Zeitdauer Jodverbrauch GSSG. gefunden ne a 
Min. cem n/200 Thiosulfat (als mg GSH.) ‘cArivonmel 
30 0,630 0,965 45 
60 0,670 ‘ 1,03 50 
80 0,685 1,05 50 
180 0,755 1,16 58 
240 0,775 1,19 60 


Tabelle IV. 
Zu 10 cem 0,01 %iger GSSG.-Lésung werden verschiedene Mengen 5- bzw. 
20 %iges KCN zugesetzt; nach einstiindigem Stehen bei Zimmertemperatu: 
(20 bis 22,5°) wird mit n HCl angeséuert und der Jodverbrauch bestimmt. 











Zugesetztes KCN . x . > 
ipcinedtaaeeaaiecicnasel ee | A RS | a, ganatenn 

ecm 9 ecm n/200 Thiosulfat 

0,25 5 0,270 0,42 42 
0,50 0,324 0,50 50 

1,0 0,376 0,58 58 
2,0 0,407 0,63 63 
4,0 0,435 0,67 67 

1,0 20 0,420 0,65 65 
2,0 0,450 0,69 69 
4,0 0,475 0,73 73 
8,0 | 0,505 0,78 78 

1 Dissertation Miinchen 1932. — ? Ber. d. Deutsch. Chem. Ges. 70. 


1422, 1937. 
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Wir haben auBerdem das oxydierte Glutathion mit Palladium + H, 
oder Platin + H, zu reduzieren versucht, aber die Reduktion war 
niemals mehr als 10 bis 30°. Endlich kamen wir zu der 100 %,igen 
Reduktion des oxydierten Glutathions mittels H,S. 


Bestimmung des Gesamtglutathions. 
1. Reagenzien. 


Hier beschreiben wir nur diejenigen Reagenzien, die nicht schon 
bei der Bestimmung des reduzierten Glutathions benutzt worden sind. 

1. Mercuriacetatlésung. 2g Mercuriacetat (pro analysi) werden in 
Wasser gelést und auf 100 cem aufgefiillt, in dunkler Flasche aufbewahrt 
und die tiberstehende Fliissigkeit zum Versuch verwendet. 2. Natrium- 
acetatlésung. 25g Natriumacetat (pro analysi) werden mit Wasser auf 
100 cem aufgefiillt. 3.0,5n HCl. 4. H,S. Genau wie bei der Bestimmung 
des Gesamtvitamins C. (Vgl. Fujita und Ebthara'.) 

2. Ausfiihrung. 

1. Nach der bei der Bestimmung des reduzierten Glutathions 
beschriebenen Arbeitsweise wird ein Gewebsextrakt (1:10) mit 2 °,iger 
Metaphosphorsaure hergestellt. 5,0 com dieses Extrakts werden in ein 
Reagensglas gebracht und nach Zusatz von 2,0 cem 2 °,iger Hg-Acetat- 
lésung und 2,0 cem 0,5 n HCl setzt man noch 1,0 cem 25 °,ige Na-Acetat- 
losung zu. Nach jedem Zusatz der Reagenzien mischt man die Lésung 
gut durch. Dadurch bekommt man 10 ccm Extrakt (1:20). Das pu 
ist etwa 5,0. Der etwa entstandene Niederschlag darf nicht abzentrifugiert 
werden. 

Bemerkungen. a) GSSG. kann auch ohne Zusatz von Mercuriacetat 
durch H,S quantitativ reduziert werden, aber bei etwas getriibten Extrakten 
wird die Triibung durch Behandlung mit Mercuriacetat und H,S vollkommen 
beseitigt und eine wasserklare Fliissigkeit erhalten. 

b) Durch Zusatz von Mercuriacetat wird GSH. teilweise als Merkaptid 
niedergeschlagen. Bei der Bestimmung der Ascorbinsiéure wurde der 
Niederschlag verworfen, aber in diesem Falle darf der Niederschlag nicht 
verwortfen werden. 

2. Darauf wird durch die Fliissigkeit H,S geleitet (vorsichtig 
umgeriihrt, etwa 10 bis 15 Minuten) und nach dem Sattigen mit H,S 
das Reagensglas gut verstopft und tiber Nacht stehengelassen. Das py 
der Fliissigkeit ist 4,2 bis 4,4. Man filtriert die Fliissigkeit und gibt 
8,0 cem des Filtrats in ein Reagensglas (2,1 x 20cm, auf 8,0 ccm mar- 
kiert), nach Zusatz von 0,3 com 2n HCl (dadurch wird das pu 1,8 
bis 2,2) wird die Fliissigkeit unter Klopfen mit einem Gummistopfen 
5 Minuten mit der Wasserstrahlpumpe und 5 Minuten mit der Cenco- 


1 Diese Zeitschr. 290, 192, 1937. 


18* 
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Pumpe evakuiert. Die abgekiihlte Fliissigkeit wird auf Zimmertempe 
ratur erwarmt und mit Wasser bis zur Marke aufgefiillt. 


Bemerkungen. a) Die Fliissigkeit ist im LEisschrank wenigstens 
1 Stunde lang haltbar. Zum lingeren Aufbewahren muB die Fliissigkeit 
anaerob bleiben. 

b) Bei manchen Geweben (wie z. B. Magen, Samenblase usw.) schaumt 
die Fliissigkeit beim Evakuieren. Dann setzt man einen Tropfen Octy|- 
alkohol zu und behandelt wie oben, wobei der Alkohol beim Evakuieren 
schlieBlich verschwindet. 

c) Der Extrakt (1:20) von Leber (besonders der Ratte), Glaskérper, 
Nabelschnur usw. ist nach der beschriebenen Behandlung manchmal etwas 
getriibt. Wenn man aber den Extrakt mit 2° iger Metaphosphorsaéure 
zweifach verdiinnt und diese verdiinnten Extrakte ebenfalls mit Mercuwri- 
acetat, H,S usw. behandelt, so bekommt man gewéhnlich ganz klare Fliissig- 
keiten. 

d) Da die Fliissigkeit bei dieser Vorschrift mit HCl angeséuert ist, so 
geht die Beseitigung von H,S durch Evakuieren leichter vor sich als es 
bei der Bestimmung des Gesamtvitamins C der Fall war. 


3. 2,0 com der Fliissigkeit nach 2. werden mit 0,24 ccm 2n NaOH 
(dadurch wird das px 6,0) und einer geniigenden Menge (gewohnlich 
0,05 ccm) Oxydase versetzt, in ein Wasserbad von 30° eingelegt und 
5 Minuten lang Sauerstoff durch eine Kapillare durchgeleitet. Die 
Spitze der Kapillare wird mit 1 bis 2 ccm 2° ,iger Metaphosphor- 
siurelésung gespiilt, 0,24 cem 2n HCl zugesetzt, unter Eiskiihlung je 
0,l com eisgekiihlte 4°,ige KJ-Lésung pro ccm Fliissigkeit zugefiigt 
und mit Starke als Indikator. unter Eiskiihlung mit n/1000 Jodat 
titriert. 


4. Der Titrationswert (mit Blindversuch korrigiert) sei a ccm, die 
angewandte Fliissigkeitsmenge sei mccm (nach der Vorschrift 2 ccm) 
und die Verdiinnung sei » (nach der Vorschrift 20); dann wird der 
Gesamtglutathiongehalt im Gewebe (als GSH. ausgedriickt), 2 mg”. 
folgendermaBen berechnet : 

av 


x = 30.7: 
m 


Bemerkungen. a) Nach dieser Vorschrift laBt sich das Gesamt- 
glutathion, aber nicht die Gesamtascorbinséure, ermitteln. Denn die Be- 
dingungen, unter denen das oxydierte Glutathion vollkommen reduziert 
wird, sind nicht identisch mit denjenigen, unter denen die Dehydroascorbin- 
saure vollkommen reduziert wird. 

b) Diese Vorschrift setzt voraus, daB unter diesen Bedingungen keine 
anderen jodverbrauchenden Substanzen auBer GSH. entstehen, die durch 
Ascorbinsaureoxydase oxydiert werden. Die Richtigkeit der Annahme soll 
nach der Beschreibung der fiir GSH. spezifischen kolorimetrischen Be- 
stimmung gepriift werden. 
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Experimentelles. 
1. Herstellung des oxydierten Glutathions. 

Zu 10 ccm etwa 0,04°,iger Glutathionlésung (in 2°,iger Meta- 
phosphorsaure) werden 5mg Platinschwarz (gut zerrieben) zugesetzt und 
dazu 0,7 cem 2 mol. K,PO, und 0,3 com Wasser gegeben. (Das px wird 
etwa 7,3.) Diese Fliissigkeit wird mit Sauerstoff gesattigt und im Wasser- 
bad von 50° geschiittelt. Ab und zu nimmt man Proben heraus und 
zentrifugiert 5 Minuten lang bei 8000 Touren pro Minute. Mit der 
iiberstehenden Flissigkeit wird die Nitroprussidreaktion ausgefiihrt. 
Man oxydiert so lange, bis die Nitroprussidreaktion negativ wird, dann 
ist auch kein Jodverbrauch mehr nachweisbar. Die Zeitdauer bis zur 
vollstandigen Oxydation ist je nach dem Alter und der Giite des Platin- 
schwarzes verschieden und betragt gew6hnlich etwa 45 Minuten. Man 
unterbricht, wenn die Nitroprussidreaktion negativ wird, da sonst 
sekundire Reaktionen eintreten. Man stellt das pu der Fliissigkeit 
mit HCl auf 1,8 bis 2,0, zentrifugiert und verwendet die iiberstehende 
Fliissigkeit. 

2. Bedingungen der Reduktion von GSSG. 

1. Dauer des Durchleitens von HS. Zu 5,0 cem der GSSG.-Lésung 
(nach 1. hergestellt) werden 0,5 cem 2 n HCl, 4,0 cem 1 %iges Merkuri- 
acetat und 0,5cem 50%iges Na-Acetat zugesetzt (Gesamtvolumen 
10 ccm) und verschieden lange H,S durchgeleitet, iiber Nacht stehen- 
gelassen und weiter vorschriftsmaBig behandelt. Wie aus den Er- 
gebnissen in Tabelle V hervorgeht, geniigt 5 Minuten langes Durch- 
leiten von H,S, wenn man die Fliissigkeit unter H,S iiber Nacht 
stehen laBt: der Zusatz des Hg-Acetats ist zur vollkommenen Reduktion 
nicht immer nétig. Nach der Hg-Acetatbehandlung wird leicht ein 
wasserklares Filtrat erhalten, wahrend anderenfalls das Filtrat manch- 
mal erst nach wiederholter Filtration klar wird. 


Tabelle V. 





Zeit des Durchleitens 


von H,8 Jodverbrauch 0), reduziert 
Min. eem n/103 Jodat 
5 1,090 98 
15 1,100 99 
30 1,070 96 
60 1,090 98 
30 * 1,080 97 


(Ber.: 1,110) 


* Wasser statt Mercuriacetatlésung benutzt. 


2. Dauer des Stehenlassens unter Schwefelwasserstoff. Wie bei 1. 
ausgefiihrt, aber verschieden lang mit H,S stehengelassen. Wie Ta- 
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Tabelle VI. 





Zeit des Stehenlassens Jodverbrauch 0 ; 
mit H,S /o Treduziert 


cem n/10% Jodat 


Sofort | 0,970 84 
2 Std. 1,080 93 
ee 1,125 97 
Uber Nacht 1,130 98 


(Ber.: 1,160) 


belle VI zeigt, ist es nétig, die Lésung mindestens etwa 5 Stunden mit 
H,S stehen zu lassen. 


3. Austreiben des H,S. Wie aus Tabelle VII hervorgeht, dauert 


die vollkommene Austreibung des H,S durch Evakuieren mittels der 


Wasserstrahlpumpe 10 Minuten, mittels der Cenco-Pumpe 5 Minuten. 


Tabelle VII. 





Tauer “Jodverbrauch (ecm n/103 Jodat) 


des Evakuierens 


Wasserstrahlpumpe Cenco-Pumpe 


Min. | (20mm Hg) (5mm Hg) 
l - 0,035 
5 0,045 0,010 
10 0,010 0,010 
20 0,010 0,010 


4. Andert sich das GSH. unter diesen Bedingungen nicht? Das 
zugesetzte GSH. wird unter den Bedingungen quantitativ wieder- 
gefunden. Mit zu groBer Konzentration des Hg-Acetats findet man 
jedoch etwas zu wenig. Ein Beispiel befindet sich in Tabelle VIII. 


Tabelle VIII. 
10 cem 0,02 %ige GSH.-Lésung (in 2 °4iger HPO.) + 4 cem a °>iges Mereuri- 
acetat + leem 50%iges Na-Acetat + 5,0 cem Wasser — H,S 30 Minuten 
— iiber Nacht — vorschriftsmaBig behandelt. 





a °/9 Mercuriacetat: 20 5 2,5 
Jodverbrauch (ccm n/10° Jodat) ........ 1,225 1,325 1,350 
eee Pret og 2 in toe 0,040 0,040 0,040 
SN 5 Os es a sealed ered oe ees 1,185 1,285 1,310 
RN 5 cook db na: 8a ae atc ea Be he 1,300 1,300 1,300 
D, WIDORTE BON. 60565 5A Soe bin veae8 91 99 101 


5. Wird das zugesetzte GSSG. unter den Bedingungen vollkommen 
reduziert? Wie Tabelle IX zeigt, wird das zugesetzte GSSG. voll- 
kommen wiedergefunden. 
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Tabelle LX, 
5eem GSSG. hergestellt nach Abschnitt 1 + 0,5cem 2n HCl + 2,0 cem 
2%iges Mercuriacetat + 0,5cem 50%iges Na-Acetat + 2,0cem Wasser 
>» H,S —> tiber Nacht — 4,0cem Filtrat + 0,45ceem 2n HCl —> px 1,6 
—> Evakuieren . . . — Titration. 





Jodverbrauch (cem n/10° Jodat) ........... 1,250 
ROD oo supe Sie gid len bare baw wen 6,060 
pI ree Aka roo ee area 1,190 
NIE 8 eid on 4 nad ues. o-0\6 9 CE ERO RE 1,185 
Ce, WHMMOTIDEUMUOR: 6.0 0)s 5 6 de slecddiciec csvers 100 


6. Wird das den Geweben zugesetzte GSH. bzw. GSSG. vollkommen 
wiedergefunden ? DaB dies wirklich der Fall ist, beweisen die Ergebnisse 


Tabelle X. 
Extrakt von Rattengewebe (1: 10) in 2°%iger HPO, + gleiches Volumen 
GSH. (in 2%iger HPO,) bzw. GSSG. (in HPO, + K,P0O,) — vorschrifts- 
maBig nach Oxydasewirkung bestimmt. Als Kontrollversuch ohne Zusatz 
wird das Lésungsmittel allein statt GSH. bzw. GSSG. benutzt. Jod- 
verbrauch in ccm 10-°n Jodat. 





Gewebe Niere Lunge Hoden 
Mit Zusatz von GSH.............. 0,870 0,830 0,870 
I MN bc bE Ke ve aoe seis 0,230 0,200 0,230 
1S SSIES ier ee ay 0,640 0,630 0,640 
MEE ee wc cas Ss 2 chase te 0,640 0,640 0,640 
% wiedergefunden ................ 100 98 100 
Mit Zusatz von GSSG. ............ 0,790 0,785 0,900 
I I aig Gh s slewentdets nae acs 0,200 0,210 0,320 
i art Bias ¢ sce wrale'e « 6 ec 0,590 0,575 0,580 
INO eet dk oe wats ceeees 0,580 0,580 0,580 
% wiedergefunden ................ 102 99 100 


Tabelle X1. 

1. leem Kaninchenblut + 5 cem 0,04 %ige GSH.-Lésung in Wasser bzw. 
Wasser allein + 4cem 5°%ige HPO,; 5cem Filtrat hiervon vorschrifts- 
maBig behandelt. 

2. leem Kaninchenblut + 4,5cem Wasser + 2,5cem GSSG. (nach Ab- 
schnitt 1 hergestellt) bzw. Lésungsmittel allein-—»- + 2cem 10 %ige 
HPO, — zentrifugieren; 5cem Zentrifugat vorschriftsmaBig behandelt. 

Jodverbrauch in cem 10-*n Jodat. 





(1) (2) 
ees ree 1,690 0,870 
ee eee 0,460 0,230 
RU a ce kcc ave es oe ve 1,230 0,640 
MIR 50d ce wei ceeeis 1,280 0,640 


% wiedergefunden ........... 96 100 
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der Tabellen X und XI. Die Annahme von Wachholder, daB das GSSG 
in Gegenwart von Blut oder Gewebsbrei in unfiltrierbarer Form vorliegt 
ist nach dem Versuch von Tabelle XI véllig hinfallig. 


7. Wird die Dehydroascorbinsdure unter den Bedingungen quantitati: 


reduziert’? Die zugesetzte Dehydroascorbinsiure wird unter den Be 
dingungen der Vorschrift weitgehend, aber nicht vollkommen reduziert 
Kinige Beispiele befinden sich in Tabelle XII. 


Tabelle XII. 
Gewebsextrakt von Meerschweinchen (1: 10) mit 2%iger HPO, + gleiches 
Volumen 9,9 mg°%ige Dehydroascorbinséure (in 2° iger HPO,) bzw. 


2° iger HPO, allein; 5,0 cem des Gemisches vorschriftsmaBig behandelt. 


Jodverbrauch in cem 107° n Jodat. 





Gewebe Milz Hoden Blut 
Mit Zusatz der Dehydroascorbinsaure 0,880 | 1,000 0,580 
DIL AO OI 0,360 0,490 0,070 
SID 0-5 5 ep cine vas ecdane ne 0,520 0,510 0,510 
NN sot ach as ee ne en en 0,563 0,563 0,563 
i WIDUMTMOUUNOOD 5.5 ck csccssacs ste 92 91 91 


Verteilung des reduzierten und oxydierten Glutathions in den tierischen 
Geweben. 

Die Ergebnisse der Bestimmungen nach den beschriebenen Vor- 
schriften iiber tierische Gewebe sind in Tabelle XIII zusammengestellt. 
Die bisherige Annahme, da das Glutathion in den Geweben haupt- 
sichlich in der reduzierten Form vorliegt, ist nach diesen Ergebnissen 
nicht mehr stichhaltig. Manche Organe, wie Herz, Muskel, Blut und 
Placenta, sind besonders reich an oxydierter Form des Glutathions. 
Das ist auch der Fall bei der Ascorbinsiure, wie wir! schon hervor- 
gehoben haben. Es ergibt sich also, daB diese Organe ein héheres Redox- 
potential haben. Dies soll nach der Beschreibung der fiir GSH. spezifi- 
schen kolorimetrischen Bestimmungsmethode noch weiter erhartet 
werden. Die bisherige Annahme, daf das Glutathion in den meisten 
Geweben hauptsachlich in reduzierter Form vorliegt, kommt méglicher- 
weise daher, daB die Bestimmungsmethode unvollkommen war und 
das oxydierte Glutathion nicht quantitativ reduziert werden konnte. 
Im Blute kommen etwa 60 °% des Gesamtglutathions in der oxydierten 
Form vor und es besteht kaum ein bemerkbarer Unterschied zwischen 
vendsem Blut (aus der Vena jugularis) und arteriellem Blut (aus der 
Arteria carotis). 


1 Fujita u. Ebthara, diese Zeitschr. 290, 201, 1937. 
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Tabelle XIII. 





Glutathiongehalt Vom Gesamtglutathion 
Gewebe Art der Tiere in mg°/o ist 


reduziert insgesamt reduziert oxydiert 











EA Sapa es 52,2 89 59 4] 
ee 202,0 245,5 83 17 
NE ks Wawry <4 162,8 168,8 96 4 
SS ors ecco 140,0 150,5 93 7 
Re es vs ee Ratte 127,4 175,0 72 28 
— naa ' 
schenkel) ...... 43,8 64,5 68 32 
IE ook ia cle es 99,7 l 18° 84 16 
WD) ob le 6a oe 82,9 82,9 100 0 
Ter ee } a, f 87,5 129,0 68 32 
Muskel (Ober- f schweinchen is : <i 
schenkel) ...... | 44,5 104,4 43 57 
BE etn hig bola ation 78,3 122,8 64 36 
Knochenmark .... 104,4 135,0 77 23 
yee Kaninchen ) 553 | 1090 | 5149 
Blut, arteriell ... . | | 36,8 85,9 43 57 
yin I ee ts 36,8 78,4 47 53 
Blut, arteriell .... 24,5 66,0 37 63 
| | | 24,5 63,0 39 61 
Pankreas ........ Katze 96,6 | 1320 73 27 
WI ios kk | 59,8 76,7 78 22 
Blut, arteriel] .... | | 30,7 79,8 39 61 
a cela 30,7 79,8 39 61 
Moe ee eee" Hund ) 69,8 113,5 60 40 
Muskel (Ober- | 
schenkel)....... I 18,4 75,3 24 76 
Bes cso ss Sores 299.5 322,1 93 7 
Corp. luteum..... | 108,1 138,1 78 22 
Nebenniere, Rinde Rind 82,8 138,1 60 40 
a Mark 72,1 169,0 43 57 
Schilddriise ...... | 53,0 90,6 59 41 
Placenta ......... Mensch 47,6 110,5 43 57 


Zusammenfassung. 


1. Die bisher angegebenen Methoden zur Bestimmung des Gesamt- 
glutathions wurden mit dem Ergebnis kritisch iiberpriift, da keine 
Methode als sicher und exakt angesehen werden kann. 

2. Es wurde ausfiihrlich eine jodometrische Bestimmungsmethode 
des Gesamtglutathions beschrieben. 

3. In manchen Geweben, besonders in den blut- bzw. hamog!obin- 
reichen Organen, ist der Anteil des oxydierten Glutathions betrachtlich ; 
die bisherige Annahme, daB das Glutathion in den tierischen Geweben 
hauptsachlich in der reduzierten Form vorkommt, ist ein FehlschluB, 
der durch ungeniigende Reduktion des oxydierten Glutathions bei 
unvollkommener Methodik hervorgerufen wurde. 








Uber Phosphatidsaure-Eiwei6-Verbindungen: 
Chaulphosphat-proteide. 
Von 


Theodor Wagner-Jauregg und Herbert Arnold. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Forschungsinstituts fiir Chemotherapie 


zu Frankfurt am Main.) 


(Eingegangen am 27. Oktober 1938.) 


Die Proteine kommen in der Natur vielfach mit Lipoiden zu mehr 


oder weniger festen Komplexen vereinigt vor!. Auch auf kiinstlichem 
Wege wurden ,,Lipoproteide‘‘ aus den Komponenten _hergestellt®. 
Die lipoiden Bestandteile der bisher untersuchten Systeme sind vor 
allem: Fette, Fettsiuren, Lecithin, Cholesterin und seine Ester. Uns 
schienen Phosphatidsiuren als weitere geeignete Kupplungspartner 
in Betracht zu kommen; infolge ihrer stark sauren Natur war hier eine 
besonders feste Bindung an die basischen Gruppen der Proteinmolekiile 
zu erwarten. Aus diesem Grunde untersuchten wir die Méglichkeit der 
direkten Vereinigung einer Phosphatidsiure mit Eiwei8 und die Be- 
dingungen, unter denen diese stattfindet. 

Als Lipoidkomponenten wahlten wir Chaulmoogra-phosphatidsduren 
(,,Chaulphosphate‘), die uns von friiheren Untersuchungen her zur 
Verfiigung standen*. Es gelangten die Salze der Monochaulmoogroyl- 
B-glycerinphosphorsiure (,,B-Monochaulphosphat') [I] und der Dichau!- 
moogroyl-B-glycerinphosphorsiure (,,B-Dichaulphosphat‘) [IT] zur An- 
wendung : 


CH,OCOR CH,OCOR 
[I] CHOPO,H, CHOPO,H, [II] 
CH,OH CH,OCOR 
R=—CHyy—< | 


K. Felix und A. Mager* beschrieben kirzlich unter anderem Ver- 
bindungen des Clupeins mit organischen Phosphorsaéuren, naémlich mit 


' Siehe dazu besonders W. W. Lepeschkin, Kolloidchemie des Proto- 
plasmas, 2. Aufl., S. 154ff. Berlin 1938; H. Chick, Biochem. J. 8, 414, 1914: 
S. P. L. Sérensen, Kolloidzeitschr. 58, 306, 1930; M.A. Macheboeuf, Bull. 
Soc. Chim. de France 45, 662, 1929; H. Theorell, diese Zeitschr. 223, 1, 
1930; H. Bennhold, Ergebn. f. Inn. Med. 42, 273, 1932; St. J. v. Przylecki, 
diese Zeitschr. 282, 362, 1935. — * St. J.v. Przyleckiu. E. Hofer, diese Zeitschr. 
288, 303, 1936. — * Th. Wagner-Jauregg u. H. Arnold, Ber. d. Deutsch. 
chem. Ges. 70, 1459, 1937; H. Arnold, ebenda 71, 1505, 1938. — * Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 249, 126, 1937. 
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Uber Phosphatidséure-Eiwei®B-Verbindungen: Chaulphosphat-proteide. 275 
der Adenylsdiure und der Lactoflavinphosphorsiure. Mit Adenylsdure 
vereinigt sich dieses Protamin in genau stéchiometrischem Verhaltnis: 
seine 22 Guanidinreste binden 11 Molekiile der zweibasischen Adenyl- 
siure. Wir fanden, daB Clupein auch mit Dichaulmoogroyl-B-glycerin- 
phosphat (II) unter Bildung eines in Wasser unldéslichen Produktes 
reagiert. Aus der Stickstoff- und Phosphoranalyse des Clupein-B- 
dichaulphosphats kann man berechnen, da darin auf 1 Molekiil des 
Protamins 14,6 Atome Phosphor treffen!. 

Nicht nur das stark basische Clupein vermag sich mit Phosphatid- 
sduren zu vereinigen, sondern auch Proteine von schwach saurem Charak- 
ter sind dazu befahigt. Ein Globulin-chaulphosphat erhielten wir beim 
Vermischen gleicher Volumteile einer 0,5°% igen Lésung von f-Mono- 
chaulphosphat mit einer 2 °%,igen wasserigen Lésung von Pseudoglobulin 
(aus Pferdeserum) und Einleiten von Kohlensiure bis zum py 5,7, 
wobei das Reaktionsprodukt unléslich ausfiel. Sein Phosphorgehalt 
betrug 0,9° und anderte sich nicht bei mehrmaligem Umfillen durch 
Lésen in n/100 Soda und Wiederausfillen mit Kohlensaéure. Dieses 
Verhalten rechtfertigt den SchluB, daB das Pseudoglobulin-B-monochaul- 
phosphat kein Gemisch der beiden Komponenten, sondern eine definierte 
Verbindung ist. 

Als weiterer Beweis fiir die Richtigkeit dieser Annahme kann 
folgender Versuch angesehen werden: In drei Parallelansitzen wurden 
einer Pseudoglobulinlésung aus Pferdeserum wechselnde Mengen von 
B-Monochaulphosphat zugesetzt und dann Kohlenséure eingeleitet. 
Die durch Umfillen gereinigten Reaktionsprodukte zeigten in allen drei 
Fallen praktisch den gleichen Phosphorgehalt (0,5 °%), obwohl im ersten 
Ansatz ein Uberschu8 von Eiweif, im zweiten ein solcher von Chaul- 
phosphat und im dritten das dem Protein-chaulphosphat entsprechende 
Reaktions-Mischungsverhaltnis angewandt worden war. 

Beim Einleiten von Kohlenséure in eine wasserige Lésung von 
B-Monochaulphosphat bis zu einem px von 5,7 erleidet die Phosphatidsiure 
zum Teil Zersetzung, unter Abspaltung von Chaulmoograsiure. Es sind 
daher die durch Kohlensaurefallung aus Gemischen von Protein und 
Chaulphosphat gewonnenen Produkte etwas durch Chaulmoograséure ver- 
unreinigt; diese kann durch Behandeln mit Ather daraus entfernt werden. 
Die chemisch gebundene Phosphatidsdéure 1aBt sich dagegen mittels Ather 
bei Zimmertemperatur nicht ohne weiteres herauslésen. Die Bindung der 
beiden Komponenten ist demnach eine wesentlich festere als in den eingangs 
erwahnten Lipoproteiden, aus denen das Lipoid ganz oder teilweise durch 
Extraktion mit Alkohol oder Ather abtrennbar ist. Ein durch Ather- 
Extraktion gereinigtes Pseudoglobulin-8-monochaulphosphat erhitzten wir 

' Es ist dieser Berechnung die Formel von K. Felix u. A. Mager 
(Zeitschr. f. physiol. Chem. 249, 111, 1937) mit 100 Stickstoffatomen pro 
Molekiil Clupein zugrunde gelegt. 
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mit Salzséure; aus dem Hydrolysat lieB sich durch Ather die dem Phosphor 
gehalt (0,62°, P) genau aquivalente Menge Fettsaure extrahieren (aus de: 
gebundenen Phosphatidsiéure stammend). 

Die beobachteten Schwankungen im Phosphorgehalt verschiedene: 
Pseudoglobulin-f-monochaulphosphate zwischen 0,5 bis 0,9 P sind woh! 
darauf zuriickzufiihren, da die Pseudoglobulinpraparate bei der Ammon 
sulfatfraktionierung nicht immer genau gleich ausfallen, zum Teil hangen 
sie wahrscheinlich mit den Konzentrationsverhaltnissen bei der Ausfallung 
der Chaulphosphat-proteide zusammen. Aus den gefundenen Phosphor- 
werten und dem Molgewicht des Serumglobulins vom Pferd, das nach 
Th. Svedberg' 140800 betragen soll, kann man berechnen, daB 1 Protein 
molekiil 25 bis 50 Molekiile Phosphatidsdure zu binden vermag. Diese Art 
der Vereinigung einer niedrigermolekularen Substanz mit der hoch- 
molekularen EiweiBkomponente ist als prinzipiell verschieden anzusehen 
von derjenigen der einzigen ,,prosthetischen Gruppe‘ mit dem ,,Trager 
eiweiB‘‘, wie sie in vielen Fermenten vorliegt. 

Ein Albumin-8-monochaulphosphat fiel beim Versetzen einer wasse- 
rigen Lésung von Serumalbumin (vom Pferd) und §-Monochaulphosphat 
im geeigneten Mischungsverhaltnis aus. Das Produkt war im UberschuB 
von Albumin wie auch von Chaulphosphat léslich. Die Reinigung er- 
folgte durch Lésen in n/100 Soda, Sattigung mit CO, und Dialyse: 
beim erneuten Einleiten von Kohlensaure fiel ein Produkt mit 0,94°,, 
Phosphor aus. 

Die Chaulphosphat-proteide zeigen beziiglich der sauren Natur wnd 
ihrer Léslichkeitseigenschaften eine gewisse Ahnlichkeit mit phosphory- 
lierten EiweiBkorpern, welche H. K. Barrenscheen und L. Messiner? bei 
der Einwirkung von Phosphoroxychlorid in Tetrachlorkohlenstoff auf 
alkalische EiweiBlésungen (nach der Methode von Rimington®) erhielten. 
Wahrend aber dabei die Globuline mehr Phosphorsaure aufnehmen als 
Albumin, konnten wir bei der Anlagerung der Chaulmoogra-phosphatid- 
siure derartiges nicht feststellen. if 

Die hier mitgeteilte Vereinigung einer Phosphatidsdure mit Eiweip- 
korpern im neutralen oder schwach sauren Medium zu definierten Kom- 
plexen laBt vermuten, daB derartige Synthesen auch unter physiologischen 
Verhdltnissen stattfinden kénnten. Vielleicht wird es mdglich sein, in der 
Natur Phosphoproteide vom Typus der untersuchten Modellsubstanzen 
aufzufinden. 

Voraussichtlich bewirken die Protein-chaulphosphate bei paren- 
teraler Verabreichung im Tierkérper die Bildung spezifischer Antikérper. 
Es muBte aber mit der Méglichkeit gerechnet werden, da auch schon 
die eiweiBfreien Chaulmoogra-phosphatidséuren serologische Reaktionen 
hervorrufen kénnten. Diese Erwagung erschien im Hinblick auf Beob- 
achtungen berechtigt, die an einem aus Tuberkelbazillen von R. J. Ander- 





' Nature, 139, 1051, 1937. — ? Diese Zeitschr. 209, 251, 1929. — 
* Biochem. J. 20, 777, 1926; 21, 204, 1179, 1187, 1927. 
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son! isolierten Phosphatid gemacht wurden. Von verschiedenen Autoren? 
konnte gezeigt werden, daB® dieses Tbe.-Phosphatid die Bildung von Anti- 
korpern hervorruft, ohne da®B es notwendig ware, die Substanz mit Eiweif 
kombiniert zu injizieren. Das nach Anderson dargestellte Priparat enthalt, 
wie Bloch*® ftand, als wesentlichen Bestandteil das Magnesiumsalz einer 
spezifischen Tbe.-Phosphatidsdure neben etwas Kohlenhydrat und Wachs. 
Nach M. Macheboeuf' besitzt die gereinigte Tbe.-Phosphatidfraktion, die 
Inosito- und Glycerophosphatide enthalt, nicht mehr die Fahigkeit, die 
Bildung von Antikérpern hervorzurufen, dagegen wirkt sie noch als Hapten, 
d.h. sie reagiert mit dem Serum Tuberkuléser unter Komplementbindung. 

Die antigene Wirkung bzw. die Haptenfunktion des Tuberkelbazillen- 
phosphatids wurde auf seinen Gehalt an der kérperfremden Phtionsdure, einer 
bisher nur in den Erregern der Tuberkulose aufgefundenen, verzweigten, 
gesattigten Fettsaéure mit etwa 26 C-Atomen, zuriickgefiihrt. Aus dieser 
Annahme ergeben sich verschiedene serologisch-chemische Fragestellungen, 
deren Bearbeitung prinzipiell auch mit anderen artfremden Phosphatid- 
sduren, z. B. den Chaulmoogra-phosphatidséuren, méglich sein miiBte. 

Eine orientierende serologische Priifung der Dichaulmoogroyl-p-glycerin- 
phosphorsdure® in Form ihres Natriumsalzes (,,$-Dichaulphosphat"') ver- 
danken wir der Freundlichkeit von Herrn Dr. Friedrich Nagler. Es zeigte 
sich, da das Praéparat schon mit normalem Kaninchenserum eine un- 
spezifische Fallung gab, wodurch ein Antikérpernachweis mittels Pra- 
zipitation nicht ohne weiteres méglich ist. Diese Falhung entspricht offenbar 
der Bildung der vorher beschriebenen Chaulphosphat-proteide. 

Der Versuch, etwa gebildete Antikérper mittels Komplementbindungs- 
reaktion zu erkennen, stieB gleichfalls auf Schwierigkeiten, da die Lésung 
des #-Dichaulphosphats bis zu einer Verdiinnung von |: 5000 an sich schon 
eine hemmende Wirkung auf die Hamolyse ausiibte, demnach méglicher- 
weise Komplement-bindend wirkt. Vielleicht ist das Komplement am 
Aufbau der Protein-chaulphosphate beteiligt. In héherer Verdiinnung 
konnte eine Komplementbindung auch in Anwesenheit des Serums von 
mit #-Dichaulphosphat vorbehandelten Kaninchen nicht nachgewiesen 
werden (auch nicht mit Serum tuberkuléser Tiere). Das B-Dichaulphosphat 
scheint demnach keine Antigenfunktion ausiiben zu kénnen. Fiir ein ab- 
schlieBendes Urteil iiber die serologischen Eigenschaften dieser Substanz 
waren jedoch noch eingehendere Versuche néotig. 

Beschreibung der Versuche. 
Clupein-B-dichaulphosphat. 

245 mg Clupeinmethylesterhydrochlorid in 5ccm Wasser gelést 
wurden mit einer Lésung von 360 mg 8-Dichaulphosphat (Natriumsalz) 
in 15 cem Wasser versetzt, wobei ein schmieriger Niederschlag ausfiel. 
Nach dem Stehen iiber Nacht (Eisschrank) zentrifugierten wir den 
Bodensatz ab und wuschen ihn mit physiologischer Kochsalzlésung, 
Wasser, Alkohol, Aceton und Ather und trockneten iiber P,O, im Vakuum. 

Gef.: 9,43 °, N; 3,05°4 P. Verhaltnis P/N 1 Mol P/6,8 Mole N. 


1 J. of biol. Chem. 74, 537, 1927. — 2 Siehe z. B. das Referat von 
P. Kallés u. Kallos-Deffner, Centralbl. f. d. ges. Tbe.-Forschung 42, 1, 1935. 
— * Zeitschr. f. physiol. Chem. 244, 1, 1936. — ! C.r. 204, 1843, 1937. — 


5 Beziiglich deren Darstellung siehe Th. Wagner-Jauregg u. H. Arnold, |. c. 
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Pseudoglobulin-B-monochaulphosphat. 


Normal-Pferdeserum (ohne Phenolzusatz) der Behringwerke (Mar 
burg a.d. Lahn) fraktionierten wir durch mehrmalige Fallung mit ge 
sittigter Ammonsulfatlésung. Den zwischen 33 bis 50% Sattigung 
ausfallenden Anteil dialysierten wir gegen dest. Wasser und engten die 
zentrifugierte Lésung im Vakuum bei Zimmertemperatur iiber P,O, 
oder Schwefelsiure zur Trockne ein. Das Praparat enthielt 0,00 bis 
0,01°% Phosphor. Beim Einleiten von CO, in die wasserige Eiweib- 
lésung fiel kein Niederschlag aus. 

he 

Eine Mischung von 50 ccm 2%%iger wasseriger Pseudoglobulin- 
losung und 50cem 0,5%iger #-Monochaulphosphatlésung wurde 
in einem Cuprophanschlauch 4 Tage lang gegen dest. Wasser bei 0° 
dialysiert und dann unter Eiskiihlung Kohlensaure eingeleitet. Die ab- 
zentrifugierte Fallung war in Wasser oder physiol. Kochsalzlésung un- 
léslich. In n/100 Soda ging sie in Lésung und wurde daraus (nach dem 
Abschleudern geringer Mengen, ungeléster Flocken) durch Einleiten 
von CO, bei 0 — 5° wieder abgeschieden, mit CO,-haltigem Wasser 
gewaschen und tiber P,O; im Vakuum getrocknet. Gef.: 0,91 Phos- 
phor. Die Umfallung wurde in der beschriebenen Weise noch dreimal 
wiederholt; das Praparat enthielt dann 0,88°,, P und 12,47°,, N. Der 
gefundene Phosphorwert entspricht einem Gehalt von 8,2°,, Chaul- 
moograsaure. 

rT. 

Es wurden drei Parallelversuche unter Zusatz verschiedener Mengen 
von Chaulphosphat angesetzt. Die Aufarbeitung geschah in ahnlicher 
Weise wie in Versuch I, nur leiteten wir nach dem Vermischen von 
EiweiB- und Chaulphosphatlésung gleich Kehlensaure ein, ohne vor- 
herige Dialyse. Die folgende Zusammenstellung zeigt die Ergebnisse : 





| Das urspriingliche| Das mit CO, 


|| Gemisch (auf ausgefiillte 
Trockensubstanz Reaktions- 
bezogen) enthielt produkt enthielt 
0/9 P 0 0 P 
Je 50 com 2%iger Pseudoglobulinlésung, ver- 
mischt mit: 
1. 50cem1%iger -Monochaulphosphatlésung 2,2 0,42 
2,50 ,, 0,25 %iger . 0,72 0,52 
3.25 ,, 0,2 %iger af 0,31 0,61 
Mittel : 0,52 


Féllung mit Ammonsulfat: Die Lésung von 140 mg Pseudoglobulin- 
f-monochaulphosphat (P-Gehalt 0,61 %) in 14 ccm n/100 Soda besa ein 
pu 6,6 und zeigte seidigen Schimmer. Bei Zusatz von gesattigter Ammon- 
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sulfatlosung fiel bis 25°, Sattigung nichts, zwischen 25 und 33 % Satti- 
gung die Hauptmenge aus; weitere Ammonsulfatzugabe (bis 50°) 
erzeugte nur mehr einen ganz geringen Niederschlag. Das Pseudo- 
globin-B-monochaulphosphat verhalt sich demnach beziiglich seiner Fallbar- 
keit durch Ammonsulfat wie Euglobulin. Dieser Befund erinnert an eine 
Angabe von H. Chick', wonach Serum-Euglobulin ein Komplex sein 
soll, der aus Pseudoglobulin durch Assoziation mit einem phosphor- 
haltigen Serumlipoid entsteht. Durch Vermischen einer wasserigen 
Lecithinemulsion und einer salzfreien Globulinlésung wurde ein ,,kiinst- 
\iches Euglobulin’ dargestellt. 


III. 

In ein Gemisch von 250 ccm wasseriger Pseudoglobulinlésung 
(etwa 3,2 %ig) + 350 ccm 0,36 %,iger B-Monochaulphosphatlésung wurde 
CO, eingeleitet, der Niederschlag in n/100 Soda gelést und mit Kohlen- 
siure wieder ausgefallt. Das erhaltene Produkt wurde (sowohl feucht 
wie auch nach dem Trocknen) mit mehrfach erneutem Ather einige 
Stunden bei Zimmertemperatur extrahiert, bis der Ather beim Ver- 
dunsten keinen Riickstand hinterlie}, und dann getrocknet. Ausbeute: 
1,2 g. 


Gef.: 0,62; 0,62°% Phosphor. 


Hydrolyse. 1g wurde mit 50 cem 2n HCl 1 Stunde lang auf dem 
Wasserbad erhitzt. Zur braunlich gefarbten Lésung, die nicht mehr 
sauer reagierte, gaben wir 15 ccm konz. Salzsdure und erhitzten 3 Stunden 
weiter. Das saure Hydrolysat wurde mit Ather ausgeschiittelt. Der 
atherischen Lésung entzogen wir die Fettsdure durch verdiinnte Natron- 
lauge und nahmen sie nach dem Ansauern wieder mit Ather auf. Diese 
Art der Reinigung wurde noch einmal wiederholt. 

Gef.: 56,5 mg atherlésliche Fettsaure. 
v 


Ber.: 56mg gebundene Chaulmoograséure (dem P-Gehalt  ent- 


sprechend). 


Albumin-B-monochaulphosphat. 


24.5¢ Albumin, aus Pferdeserum durch Ammonsulfatfallung ge- 
wonnen (50 bis 66%, Sattigung), wurden dialysiert und mit Wasser 
auf 110 ccm aufgefiillt. Nach Zusatz des gleichen Volumens einer 
0,5 igen, wasserigen 8-Monochaulphosphatlésung fiel ein Niederschlag 
aus, der mit physiol. Kochsalzlésung und Wasser gewaschen und in 
n/100 Soda gelést wurde. Es wurde CO, bei 0 — 5°C eingeleitet, 


1 Siehe dazu auch S. P. L. Sérensen, C. r. du Lab. Carlsberg 15, Nr. 11, 
1923; Kolloidzeitschr. 58, 307, 1930; siehe dagegen J. Pirosky u. F. Modern, 
Chem. Centralbl. 1934, IT, S. 3520. 
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gegen dest. H,O dialysiert und mit CO, gefallt. Das erhaltene 
Produkt trockneten wir iiber P,O; im Vakuum. 


Gef.: 0,92; 0,95°, Phosphor. 


Das zur Reaktion verwendete Albumin enthielt (salzfrei) 0,09°, P. 


Herrn F.. Prier und Herrn J. Sommer danken wir bestens fiir die Mit- 
arbeit bei der Ausfiihrung der Versuche. 


Nachtrag bei der Korrektur. Um festzustellen, ob auch Lactoflavin- 
phosphorsdure an Serumeiweif gebunden werden kann, dialysierten wir 
mit Kohlensaure bei 0° gesattigte Gemische von Lactoflavinphosphat 
und Pseudoglobulin bzw. Albumin (aus Pferdeserum) im Cellophan- 
schlauch im Eisschrank gegen mehrfach erneuertes, destilliertes Wasser. 
Nach 2 bis 3 Tagen lieB die Dialysen-AuBenfliissigkeit Flavin-Farbe 
und Fluoreszenz nur mehr spurenweise erkennen, wahrend die Eiweib- 
lésung im Dialysenschlauch intensiv griinlichgelb gefarbt blieb (gelb- 
griine Fluoreszenz)!. Schon die Art der Farbung lieB erkennen, dal 
eine echte Lactoflavinphosphorsiure-EiweiB-Verbindung von der Art 
des gelben Fermentes nicht vorlag. Den Beweis dafiir ergab die Ammon- 
sulfatfallung: wir erhielten dabei farbloses Protein, waihrend die Lacto- 
flavinphosphorsaure in der Mutterlauge verblieb. Die Bindung zwischen 
der Lactoflavinphosphorséure und, den Serumproteinen ist offenbar 
adsorptiver Art, wie das auch bei anderen Farbstoffen von H. Benn- 
hold (|. c.) beobachtet wurde. 


! Im Kontrollversuch mit Lactoflavin hielt das EiweiB keinen Farb- 
stoff zuriick. 





